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5 La presente invention concerne de nouveaux polynucleotides 

comportant des polymorphismes de type SNP dans la sequence nucleotidique 
du gene IFNa-5, de nouveaux polypeptides ainsi que leurs utilisations 
therapeutiques. 



10 ART ANTERIEUR 

Le gene interferon alpha 5 (IFNa-5) est decrit dans la publication 
de K. Henco et collaborateurs; "Structural relationship of human interferon alpha 
genes and pseudogenes"; J. Mol. Biol.; 185 (2); 227-260; (1985). 

La sequence nucleotidique de ce gene est accessible sous le 
1 5 numero d'acces X02956 dans la base de donnees GenBank. 

Les interferons alpha humains (IFNa) sont connus pour leurs 
effets anti-proliferatifs cellulaires et leurs implications dans les reponses anti- 
virales et anti-parasitaires. 

Les IFNa sont aussi connus pour inhiber I'expression de plusieurs 
20 autres cytokines au niveau des cellules hematopo'ietiques souches, ainsi que 
pour inhiber la proliferation cellulaire de certaines tumeurs. 

Les IFNa sont egalement connus pour reduire ('expression des 
recepteurs de I'EGF dans les carcinomes renaux, pour inhiber I'expression de 
certains genes mitochondriaux, pour inhiber la proliferation des fibroblastes, des 
25 monocytes et des lymphocytes B et pour bloquer la synthese des anticorps par 
les lymphocytes B. 

Les IFNa sont egalement connus pour induire ('expression 
d'antigenes specifiques de tumeurs a la surface de cellules tumorales et 
egalement pour induire la transcription des genes places sous le controle de 
30 regions promotrices de type ISRE (Interferon-Stimulated Response Element) en 
agissant sur les facteurs de transcription specifiques de ces ISRE. 
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II a ete observe par ailleurs une immunisation dirigee contre les 
INFa chez des patients atteints de certaines formes de pathologies auto- 
immunes ou d'infections virales generalises ainsi que dans certains cancers. 

II est connu que les IFNa sont impliques dans differents 
5 dereglements et/ou maladies humaines, tels que les differents cancers comme, 
par exemple, les carcinomes, les melanomes, les lymphomes, les myelomes, 
les tumeurs cancereuses ou non, les leucemies et les cancers du foie, du cou, 
de la tete et des reins, les maladies cardiovasculaires, les maladies 
metaboliques telles que celles qui ne sont pas liees au systeme immunitaire 
10 comme, par exemple, I'obesite, les maladies infectieuses en particulier les 
infections virales comme les hepatites B et C et le SIDA, les pneumonies, les 
colites ulceratives, les maladies du systeme nerveux central comme, par 
exemple, la maladie d'Alzheimer, la schizophrenie et la depression, le rejet de 
greffe de tissus ou d'organes, la cicatrisation de blessures, I'anemie en 
15 particulier chez les patients dialyses, les allergies, I'asthme, les scleroses 
multiples, I'osteoporose, le psoriasis, I'arthrite rhumatoTde, la maladie de Crohn, 
les maladies et les desordres auto-immuns, les desordres gastro-intestinaux ou 
encore les desordres lies aux traitements par chimiotherapie. 

Les IFNa sont particulierement utilises pour le traitement des 
20 hepatites chroniques B et C, des leucemies telles que la leucemie a 
tricholeucocytes et la leucemie myeloide chronique, des myelomes multiples, 
des lymphomes folliculaires, de tumeurs carcinoides, de melanomes malins, de 
carcinomes renaux metastases ainsi que des tumeurs qui apparaissent a la 
suite d'un deficit immunitaire, tel que le sarcome de Kaposi dans le cas du 
25 SIDA. 

Les IFNa sont reconnus par la FDA (Food and Drug 
Administration) pour le traitement des vermes genitales ou veneriennes. 

Toutefois, les IFNa presentent de nombreux effets secondares 
lorsqu'ils sont employes dans des compositions pharmaceutiques, tels que des 
30 reactions d'hypersensibilite aigue (urticaire, broncho-constriction, choc 
anaphylactique, etc.), des arythmies cardiaques, des hypotensions arterielles, 
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des crises d'epilepsie, des troubles des fonctions thyroidiennes ou des 
syndromes pseudo-grippaux (fievres, sueurs, myalgies). 

La demanderesse a trouve de nouveaux polypeptides et nouveaux 
polynucleotides analogues a l'IFNa-5, pouvant avoir une fonctionnalite 
differente de l'IFNa-5 naturel. 

Ces nouveaux polypeptides et polynucleotides peuvent 
notamment etre utilises pour traiter ou prevenir les dereglements ou maladies 
mentionnes precedemment et eviter tout ou partie des inconvenients qui leurs 
sont lies. 

[.'INVENTION 



L'invention a pour premier objet de nouveaux polynucleotides qui 
different de la sequence nucleotidique du gene sauvage de reference de HFNa- 
5, en ce qu'ils comportent un ou plusieurs polymorphismes de type SNP (Single 

1 5 Nucleotide Polymorphism) fonctionnels. 

La sequence nucleotidique ID SEQ N°1 du gene IFNa-5'humain 
sauvage de reference est composee de 1475 nucleotides et comporte une 
sequence codante de 570 nucleotides, du nucleotide 434 (codon start) au 
nucleotide 1003 (codon stop). 

20 La demanderesse a identifie deux polymorphismes de type SNP 

fonctionnel dans la sequence nucleotidique du gene sauvage de reference de 
l'IFNa-5. 

Ces deux polymorphismes sont presentes ci-dessous : 

1) Le nucleotide cytosine (c) en position 641 de la sequence 
25 nucleotidique ID SEQ N°1 du gene sauvage de reference IFNa-5 est mute en 

guanine (g). Ce polymorphisme de type SNP est appele ci-apres c641g. 

2) Le nucleotide guanine (g) en position 798 de la sequence 
nucleotidique ID SEQ N°1 du gene sauvage de reference IFNa-5 est mute en 
cytosine (c). Ce polymorphisme de type SNP est appele ci-apres g798c. 

30 Ces polymorphismes de type SNP fonctionnel (au sens de la 

presente invention) ont ete chacun identifies par la demanderesse sur la base 
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du procede de determination decrit dans sa demande de brevet FR 00 22894, 
intitulee "Procede de determination d'un ou plusieurs polymorphisme(s) 
fonctionnel(s) dans la sequence nucleotidique d'un gene candidat fonctionnel 
preselection ne et ses applications" et deposee le 6 decembre 2000, citee ici a 
5 titre de reference. 

Le procede decrit dans cette demande de brevet permet 
I'identification d'un (ou plusieurs) polymorphisme(s) de type SNP fonctionnel(s) 
preexistant(s) dans au moins un individu constitutif d'une population aleatoire 
d'individus. 

0 Dans le cadre de la presente invention, un fragment de la 

sequence nucleotidique du gene IFNa-5, comprenant la sequence codante, a 
ete isole chez des individus dans une population d'individus choisis de maniere 
aleatoire. 

Un sequencage de ces fragments a ensuite ete realise sur 
5 certains de ces echantillons presentant un profil heteroduplex (different de la 
sequence nucleotidique du gene sauvage de reference de l'IFNa-5) apres 
analyse par DHPLC ("Denaturing-High Performance Liquid Chromatography"; 
Chromatographic liquide haute performance en condition denaturante). 

On a alors compare le fragment ainsi sequence a la sequence 
0 nucleotidique du fragment du gene IFNa-5 sauvage de reference et identifier 
les polymorphismes de type SNP c641g et g798c. 

Ainsi ces polymorphismes de type SNP fonctionnels sont naturels 
et chacun d'entre eux est present chez certains individus de la population 
mondiale. 

5 Le gene IFNa-5 sauvage de reference code pour une proteine 

immature de 189 acides amines, correspondant a la sequence d'acides amines 
ID SEQ N°2, qui sera convertit en proteine mature de 166 acides amines, par 
clivage du peptide signal qui comprend les 23 premiers acides amines. 

Chacun des polymorphismes de type SNP de I'invention c641g et 
g798c entrament des modifications de la proteine codee par la sequence 
nucleotidique du gene IFNa-5 au niveau de la sequence d'acides amines. 



1er depot 
5 

Ces modifications dans la sequence d'acides amines sont les 

suivantes : 

1) Le polymorphisme de type SNP c641g entraine une mutation 
de I'acide amine glutamine (Q) en position 70 dans la proteine immature du 

5 gene IFNa-5, correspondant a la sequence d'acides amines ID SEQ N°2, en 
acide glutamique (E) et en position 47 de la proteine mature. 

Dans la description de la presente invention, on appellera 
indifferemment Q47E et Q70E la mutation codee par le polymorphisme de type 
SNP de Tinvention seion que Ton se refere respectivement a la proteine mature 
10 ou a la proteine immature. 

2) Le polymorphisme de type SNP g798c entraine une mutation 
de I'acide amine cysteine (C) en position 122 dans la proteine immature du 
gene IFNa-5, correspondant a la sequence d'acides amines ID SEQ N°2, en 
serine (S) et en position 99 de la proteine mature. 

15 Dans la description de la presente invention, on appellera 

indifferemment C122S et C99S la mutation codee par le polymorphisme de type- 
SNP de Tinvention selon que Ton se refere respectivement a la proteine mature 
ou a la proteine immature. 

Les polymorphismes de type SNP de Tinvention entrainent des 

20 modifications de la conformation spatiale des polypeptides conformes a 
Tinvention par rapport au polypeptide code par la sequence nucleotidique du 
gene sauvage de reference IFNa-5. 

Ces modifications peuvent etre observees par modelisation 
moleculaire bio-informatique, selon des methodes bien connues de I'homme du 

25 metier mettant en oeuvre, par exemple, les outils de modelisation de novo (par 
exemple, SEQFOLD/MSI), d'homologie (par exemple, MODELER/MSI), de 
minimisation des champs de force (par exemple, DISCOVER, DELPHI/MSI) 
et/ou de dynamique moleculaire (par exemple, CFF/MSI). 

Des exemples de telles modelisations sont donnes ci-apres dans 

30 la partie experimental. 
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1) La modelisation bio-informatique permet d'observer que la 
mutation Q47E sur la proteine mutee mature entraine un depliement de la 
partie C-terminale de la boucle dite "AB" qui est connue pour etre impliquee 
dans la liaison de IFNa-5 avec son recepteur. 

5 Le r6sidu Glu47 semble jouer un role important dans la formation 

de cette boucle puisqu'il est conservee dans tous les interferons. 

La modelisation bio-informatique permet ainsi de prevoir que la 
presence de I'acide amine acide glutamique en position 47 entraine une 
modification significative de la structure et de la fonction de la proteine IFNa-5 
10 naturel. 

2) La modelisation bio-informatique permet d'observer que la 
mutation C99S sur la proteine mutee mature entraine la disparition d'un pont 
disulfure qui participe dans la proteine IFNa-5 naturel a la conformation 
tridimensionnelle de la partie N-terminale et de la boucle dite "CD", entre les 
15 helices C et D. 

La mutation C99S rend mobile la boucle N-terminale (Cys1-Thr6). 
La fin de I'helice C s'en trouve depliee et la boucle "CD" fortement perturbee. 

Par ajlleurs, il est connu que ce pont disulfure est conserve dans 
tous les interferons alpha et beta. La mutation C99S doit done affecter la liaison 
20 de la proteine IFNa-5 mutee a son recepteur. 

La modelisation bio-informatique permet ainsi de prevoir que la 
presence de I'acide amine serine en position 99 entraine une modification 
significative de la structure et de la fonction de la proteine IFNa-5 naturel. 

Un genotypage des polynucleotides conformes a I'invention peut 
25 egalement etre effectue de facon a determiner la frequence allelique de ces 
polynucleotides dans une population. Un exemple de genotypage est donne, ci- 
apres, dans la partie experimental. 

La determination de la fonctionnalite des polypeptides de 
I'invention peut egalement etre effectuee par un test de leur activite biologique. 
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A cet egard, on peut, par exemple, mesurer I'effet anti-proliferatif 
sur la lignee cellulaire de Daudi de polypeptides conformes a l'invention en 
comparaison avec ia proteine IFNa-5 nature!. 

L'invention a aussi pour objet I'utiiisation de polynucleotides et de 
5 polypeptides conformes a l'invention ainsi que de molecules therapeutiques 
obtenues et/ou identifies a partir de ces polynucleotides et polypeptide, 
notamment pour la prevention et le traitement de certains dereglements et/ou 
maladies humaines. 

La Figure 1 represente la moderation de la proteine codee 
10 conforme a l'invention comportant le polymorphisme de type SNP Q47E et de la 
proteine IFNa-5 naturel. 

La Figure 2 represente la modelisation de la partie superieure de 
chacune des proteines representees sur la Figure 1. 

Le ruban noir des Figures 1 et 2 represente la structure de la 
15 proteine l'IFNa-5 naturel. 

Le ruban blanc des Figures 1 et 2 represente la structure de~ la 
proteine l'IFNa-5 mutee (Q47E). 

La Figure 3 represente la modelisation de la proteine codee 
conforme a l'invention comportant le polymorphisme de type SNP C99S et de la 
20 proteine l'IFNa-5 naturel. 

La Figure 4 represente la modelisation de la partie superieure de 
chacune des proteines representees sur la Figure 3. 

Le ruban . noir des Figures 3 et 4 represente la structure de la 
proteine l'IFNa-5 naturel. 
25 Le ruban blanc des Figures 3 et 4 represente la structure de la 

proteine l'IFNa-5 mutee (C99S). 

La Figure 5 represente le resultat du genotypage du 
polymorphisme de type SNP c641g dans une population d'individus. 

Surcette figure, les abscisses represented la valeur mp du filtre 
30 Tamra (ddGTP)et les ordonnees represented la valeur mp du filtre R-110 
(ddCTP). 
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En haut a droite, le groupe heterozygote CG contient 6 individus. 
En haut a gauche, le groupe homozygote CC contient 227 

individus. 

En bas a gauche, le groupe d'individus contient 7 blancs et 6 
5 individus non genotypes. 

La Figure 6 represente le resultat du genotypage du 
polymorphisme de type SNP g798c dans une population d'individus. 

Sur cette figure, les abscisses represented la valeur mp du filtre 
Tamra (ddCTP)et les ordonnees represented la valeur mp du filtre R-110 
10 (ddGTP). 

En haut a droite, le groupe heterozygote CG contient 4 individus. 
En bas a droite, le groupe homozygote CC contient 234 individus. 
En bas a gauche, le groupe d'individus contient 7 blancs et 1 
individu non genotype. 

15 

DESCRIPTION DFTAILLEE DE I 'INVENTION 
Definitions 

On entend par "sequence nucleotidique du gene sauvage de 
reference", la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1 du gene IFNcc-5 humain. 
20 Cette sequence est accessible dans la GenBank sous le numero 

d'acces X02956 et decrite dans la publication de K. Henco et collaborateurs; 
"Structural relationship of human interferon alpha genes and pseudogenes"; J. 
Mol. Biol.; 185 (2); 227-260; (1985). 

On entend par "IFNa-5 naturel" la proteine mature codee par la 
25 sequence nucleotidique du gene sauvage de reference. La proteine immature 
de CIFNa-5 naturel correspond a la sequence peptidique ID SEQ N°2. 

On entend par "polynucleotide", un polyribonucleotide ou un 
polydesoxyribonucleotide qui peut etre un ADN ou un ARN modifie ou non. 

Le terme polynucleotide inclut, par exemple, un ADN simple brin 
ou double brin, un ADN compose d'un melange d'une ou plusieurs region(s) 
simple brin et d'une ou plusieurs region(s) double brins, un ARN simple brin ou 



30 
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double brin et un ARN compose d'un melange d'une ou plusieurs region(s) 
simple brin et d'une ou plusieurs region(s) double brins. Le terme polynucleotide 
peut aussi comprendre un ARN et/ou un ADN comprenant une ou plusieurs 
regions triple brins. On entend egalement par polynucleotide les ADNs et ARNs 
5 contenant une ou plusieurs bases modifiees de fa?on a avoir un squelette 
modifie pour la stabilite ou pour d'autres raisons. On entend par base modifiee, 
par exemple, les bases inhabituelles telles que I'inosine. 

On entend par ''polypeptide", un peptide, un oligopeptide, un 
oligomere ou une proteine comprenant au moins deux acides amines joints I'un 

10 a I'autre par une liaison peptidique normale ou modifiee, comme dans le cas 
des peptides isosteres, par exemple. 

Un polypeptide peut etre compose d'autres acides amines que les 
20 acides amines codes par les genes humains. Un polypeptide peut 
egalement etre compose d'acides amines modifies par des processus naturels, 

15 tel que le processus de maturation post-traductionnel ou par des procedes 
chimiques, qui sont bien connus de I'homme du metier. De telles modifications 
sont bien detaillees dans la litterature. Ces modifications peuvent apparaTtre 
n'importe ou dans le polypeptide : dans le squelette peptidique, dans la chaine 
d'acides amines ou encore aux extremites carboxy- ou amino-terminales. 

20 Un polypeptide peut etre ramifie suite a une ubiquitination ou etre 

cyclique avec ou sans ramification. Ce type de modifications peut etre le 
resultat de processus de post-translation naturel ou synthetique, qui sont bien 
connus de Thomme du metier. 

On entend, par exemple, par modifications d'un polypeptide, 

25 I'acetylation, Tacylation, TADP-ribosylation, I'amidation, la fixation covalente de 
flavine, la fixation covalente d'un heme, la fixation covalente d'un nucleotide ou 
d'un derive nucleotidique, la fixation covalente d'un lipide ou d'un derive 
lipidique, la fixation covalente d'un phosphatidylinositol, la reticulation covalente 
ou non-covalente, la cyclisation, la formation de pont disulfure, la 

30 demethylation, la formation de cysteine, la formation de pyroglutamate, la 
formylation, la gamma-carboxylation, la glycosylation, la formation d'ancre au 
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GPI, I'hydroxylation, I'iodisation, la methylation, la myristoylation, I'oxydation, le 
processus proteolytique, la phosphorylation, la prenylation, la racemisation, la 
seneloylation, la sulfatation, ('addition d'acides amines telle que I'arginylation ou 
I'ubiquitination. De telles modifications sont bien detaillees dans la litterature : 
5 PROTEINS-STRUCTURE AND MOLECULAR PROPERTIES, 2 nd Ed., T. E. 
Creighton, New York, 1993, POST-TRANSLATIONAL COVALENT 
MODIFICATION OF PROTEINS, B. C. Johnson, Ed., Academic Press, New 
York, 1983, Seifter et al. "Analysis for protein modifications and nonprotein 
cofactors", Meth. Enzymol. (1990) 182:626-646 et Rattan et al. "Protein 

10 Synthesis: Post-translational Modifications and Aging", Ann NY Acad Sci 
(1992) 663 :48-62. 

On entend par "polynucleotide isole" ou "polypeptide isole" un 
polynucleotide ou un polypeptide tel que defini precedemment qui est isole du 
corps humain ou autrement produit par un procede technique. 

15 On entend par "identite", la mesure d'identite d'une sequence 

nucleotidique ou polypeptidique. 

L'identite est un terme bien connu de Phomme du metier et de la 
litterature. Voir COMPUTATIONAL MOLECULAR BIOLOGY, Lesk, A.M., Ed., 
Oxford University Press, New York, 1998; BIOCOMPUTING INFORMATICS 

20 AND GENOME PROJECT, Smith, D.W., Ed., Academic Press, New York, 
1993; COMPUTER ANALYSIS OF SEQUENCE DATA, PART I, Griffin, A.M. 
and Griffin H.G., Ed, Humana Press, New Jersey, 1994; et SEQUENCE 
ANALYSIS IN MOLECULAR BIOLOGY, von Heinje, G., Academic Press, 1987. 

Les methodes communement employees pour determiner 

25 l'identite et la similarity entre deux sequences sont egalement bien decrites 
dans la litterature. Voir GUIDE TO HUGE COMPUTER, Martin J. Bishop, Ed, 
Academic Press, San Diego, 1994, et Carillo H. and Lipton D., Siam J Applied 
Math (1988) 48 :1073. 

Un polynucleotide ayant, par exemple, une identite d'au moins 

30 95 % avec la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1 est un polynucleotide qui 
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comporte au plus 5 points de mutation sur 100 nucleotides, par rapport a ladite 
sequence. 

Ces points de mutation peuvent etre une (ou plusieurs) 
substitution(s), addition(s) et/ou deletion(s) d'un (ou plusieurs) nucleotide(s). 
5 De meme, un polypeptide ayant, par exemple, une identite d'au 

moins 95 % avec la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 est un polypeptide 
qui comporte au plus 5 points de mutation sur 100 acides amines, par rapport a 
ladite sequence. 

Ces points de mutation peuvent etre une (ou plusieurs) 
10 substitution(s), addition(s) et/ou deletion(s) d'un (ou plusieurs) acide(s) 
amine(s). 

Les polynucleotides et les polypeptides conformes a I'invention qui 
ne sont pas totalement identique avec respectivement la sequence 
nucleotidique ID SEQ N°1 ou la sequence d'acides amines ID SEQ N°2 > etant 
15 entendu que ces sequences comportent au moins Tun des polymorphismes de 
type SNP de invention, sont consideres comme des variants de ces 
sequences. 

Habituellement un polynucleotide conforme a I'invention possede 
la meme, ou pratiquement la meme activite biologique que la sequence 
20 nucleotidique ID SEQ N°1 comportant au moins Tun des polymorphismes de 
type SNP de I'invention. 

De meme, habituellement un polypeptide conforme a ('invention 
possede la meme, ou pratiquement la meme activite biologique que la 
sequence d'acides amines ID SEQ N°2 comportant au moins Tun des 
25 polymorphismes de type SNP de I'invention. 

Un variant, selon I'invention, peut etre obtenu, par exemple, par 
mutagenese dirigee ou par synthese directe. 

On entend par "polymorphisme de type SNP", toute variation 
naturelle d'une base dans une sequence nucleotidique. Par extension, ce terme 
30 s'applique a une mutation dans une sequence d'acides amines. 

On entend par "polymorphisme de type SNP fonctionnel", un 
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10 



15 



polymorphisme de type SNP compris dans une sequence nucleotidique ou une 
sequence d'acides amines ayant une fonctionnalite. 

On entend par "fonctionnalite", I'activite biologique d'un 
polypeptide ou d'un polynucleotide. 

La fonctionnalite d'un polypeptide ou d'un polynucleotide conforme 
a ('invention peut consister en une conservation, une augmentation, une 
diminution ou une suppression de I'activite biologique du polypeptide code par 
la sequence nucleotidique du gene sauvage de reference ou de cette derniere 
sequence nucleotidique. 

La fonctionnalite d'un polypeptide ou d'un polynucleotide conforme 
a ('invention peut egalement consister en un changement de la nature de 
I'activite biologique du polypeptide code par la sequence nucleotidique du gene 
sauvage de reference ou de cette derniere sequence nucleotidique. 

L'activite biologique peut, notamment, etre liee a I'affinite ou a 
('absence d'affinite d'un polypeptide conforme a ('invention vis-a-vis d'un 
recepteur. 



Polynucleotide 

La presente invention a pour premier objet un polynucleotide isole 

20 comprenant : 

a) une sequence nucleotidique ayant au moins 80% d'identite, 
preferentiellement au moins 90 % d'identite, plus preferentiellement au 
moins 95 % d'identite et encore plus preferentiellement au moins 99 % 
d'identite avec la sequence ID SEQ NP 1 ou sa sequence codante (du 
25 nucleotide 434 au nucleotide 1003), 

etant entendu que cette sequence nucleotidique comporte au moins I'un des 

polymorphismes de type SNP suivants : 

-c641g, 

- g798c, ou 

30 b) une sequence nucleotidique complements a une sequence nucleotidique 
sous a). 
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II est entendu, au sens de la presente invention, que la 
numerotation correspondant au positionnement des polymorphismes de type 
SNP c641g et g798c est relative a la numerotation de la sequence 
nucleotidique ID SEQ N°1. 
5 La presente invention concerne egalement un polynucleotide isole 

comprenant : 

a) la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1 ou sa sequence codante, etant 
entendu que chacune de ces sequences comporte au moins Tun des 
polymorphismes de type SNP suivants : 

10 - c641g, 

g798c, ou 

b) une sequence nucleotidique complementaire a une sequence nucleotidique 
sous a). 

Preferentiellement, le polynucleotide de I'invention consiste en la 
15 sequence ID SEQ N° 1 ou sa sequence codante, etant entendu que chacune 
de ces sequences comporte au moins Tun des polymorphismes de type SNP 
suivants : 
c641g, 
g798c; ou 

20 Selon I'invention, le polynucleotide defini precedemment comporte 

preferentiellement un seul polymorphisme de type SNP choisi dans le groupe 
constitue par : 
- c641g, et 
-g798c. 

25 La presente invention a aussi pour objet un polynucleotide isole 

codant pour un polypeptide comprenant : 

a) la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, ou 

b) la sequence d'acides amines comprenant les acides amines compris entre 
24 et 189 de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, 

30 etant entendu que chacune des sequences d'acides amines sous a) et b) 
comporte au moins Tun des polymorphismes de type SNP suivants : 
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- Q70E, 

- C122S. 

II est entendu, au sens de la presente invention, que la numerotation 
correspondant au positionnement des polymorph ismes de type SNP Q70E et 
5 C122S est relative a la numerotation de la sequence d'acides amines ID SEQ 
N°2. 

Selon un objet prefere de I'invention, le polypeptide defini 
precedemment comporte un seul polymorphisme de type SNP tel que defini ci- 
dessus. 

0 Preferentiellement un polynucleotide conforme a I'invention est 

compose d'une molecule d'ADN ou d'ARN. 

Un polynucleotide conforme a I'invention peut etre obtenu par les 
methodes standards de synthese d'ADN ou d'ARN. 

Ce polynucleotide peut egalement etre obtenu par mutagenese 
5 dirigee a partir de la sequence nucleotidique du gene IFNa-5 en modifiant I'un 
au moins des nucleotides c et g par respective ment les nucleotides g et c en 
position 641 et 798 sur la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1. 

Les precedes de mutagenese dirigee qui peuvent ainsi etre mis en 
ceuvre sont bien connus de I'homme du metier. On peut notamment evoquer la 
0 publication de TA Kunkel en 1985 dans "Proc. Natl. Acad. Sci. USA" 82:488. 

Un polynucleotide isole peut egalement comprendre, par exemple, 
des sequences nucleotidiques codant pour des sequences d'acides amines 
pre-, pro- ou pre-pro-proteine ou des sequences d'acides amines marqueurs, 
comme I'hexa-histidine peptide. 

Un polynucleotide de I'invention peut egalement etre associe a 
des sequences nucleotidiques codant pour d'autres proteines ou fragments de 
proteines en vue d'obtenir des proteines de fusion ou a des fins de purification. 

Un polynucleotide conforme a I'invention peut egalement 
comprendre des sequences nucleotidiques comme les sequences 5' et/ou 3' 
non-codantes, telles que, par exemple, des sequences transcribes ou non, des 
sequences traduites ou non, des sequences signal d'epissage, des sequences 
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polyadenyiees, des sequences de liaison avec des ribosomes ou encore des 
sequences qui stabilisent I'ARNm. 

On definit comrne sequence nucleotidique complementaire a la 
sequence nucleotidique un polynucleotide qui peut etre hybride avec cette • 
5 sequence nucleotidique, dans des conditions stringentes. 

On entend generalement, mais pas necessairement, par 
"conditions stringentes d'hybridation" les conditions chimiques qui permettent 
une hybridation lorsque les sequences nucleotidiques ont une identite d'au 
moins 80 %, de preference superieure ou egale a 90 %, encore plus 
10 preferentiellement superieure ou egale a 95 % et tout particulierement 
superieure ou egale a 97 %. 

Les conditions stringentes peuvent etre obtenues selon les 
methodes bien connues de Phomme du metier et, par exemple, par une 
incubation des polynucleotides, a 42° C, dans une solution comprenant 50 % de 
15 formamide, 5xSSC (150 Mm de NaCI, 15 mM de trisodium citrate), 50 Mm de 
sodium phosphate (pH = 7,6), 5x Solution Denhardt, 10 % de dextran sulfate et 
20 jig d'ADN de sperme de saumon denature, suivi d'un lavage des filtres a 
0,1x SSC, a 65° C. 

Dans le cadre de ('invention, lorsque les conditions stringentes 
20 d'hybridation permettent une hybridation des sequences nucleotidiques ayant 
une identite egale a 100 %, on considere que la sequence nucleotidique est 
strictement complementaire a la sequence nucleotidique sous a), telle que 
decrite plus haut. 

II est bien entendu au sens de la presente invention que la 
25 sequence nucleotidique complementaire d'une sequence nucleotidique 
comportant Tun au moins des polymorphismes de type SNP conforme a 
Tinvention en anti-sens. 

Ainsi, par exemple, si la sequence nucleotidique comporte le 
polymorphisme de type SNP c641g, sa sequence nucleotidique 
30 complementaire comporte toujours le nucleotide c en position 641. 
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Identification, hyb ridation et/ou amplification d'un polynucleotide comoortant le 

polymorphisme de type SNP 

La presente invention a aussi pour objet ('utilisation de tout ou 

partie d'un polynucleotide defini precedemment, pour identifier, hybrider et/ou 
5 amplifier tout ou partie d'un polynucleotide consistant en la sequence 

nucleotidique ID SEQ N° 1 ou sa sequence codante (du nucleotide 434 au 

nucleotide 1003), etant entendu que chacune de ce sequences comporte au 

moins I'un des polymorph ismes de type SNP suivants : 

- c641g, 
0 - g798c. 

Genotypage et determination de la frequence du polymorphisme de type SNP 

La presente invention a egalement pour objet ['utilisation de tout 
ou partie d'un polynucleotide conforme a I'invention comme outil de 
genotypage. 

La presente invention a aussi pour objet un procede de 
determination de la frequence du polymorphisme de type SNP d'un 
polynucleotide conforme a I'invention dans lequel on procede a un genotypage 
chez un individu ou dans une population d'individus. 

Au sens de I'invention, on definit le genotypage comme un 
procede de determination du genotype d'un individu ou d'une population 
d'individus. 

On entend par "population d'individus", un groupe d'individus 
determines de facon aleatoire ou non. Ces individus peuvent etre des humains, 
des animaux, des micro-organismes ou des plantes. 

Les individus peuvent etre choisis selon leur ethnie ou selon leur 
phenotype, notamment ceux qui sont atteints par les dereglements et/ou 
maladies suivantes : les differents cancers comme, par exemple, les 
carcinomes, les melanomes, les lymphomes, les myelomes, les tumeurs 
cancereuses ou non, les leucemies et les cancers du foie, du cou, de la tete et 
des reins, les maladies cardiovasculaires, les maladies metaboliques telles que 
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celles qui ne sont pas liees au systeme immunitaire cornme, par exemple, 
I'obesite, les maladies infectieuses comme les hepatites B et C et le SI DA, les 
pneumonies, les colites ulceratives, les maladies du systeme nerveux central 
comme, par exemple, la maladie d'Alzheimer, la schizophrenie et la depression, 
5 le rejet de greffe de tissus ou d'organes, la cicatrisation de blessures, I'anemie 
chez les patients dialyses, les allergies, I'asthme, les scleroses multiples, 
I'osteoporose, le psoriasis, I'arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn, les 
maladies et les desordres auto-immuns, les verrues genitales ou veneriennes, 
les desordres gastro-intestinaux ou encore les desordres lies aux traitements 

1 0 par chimiotherapie. 

Un polymorphisme de type SNP fonctionnel conforme a Invention 
est preferentiellement genotype dans une population d'individus. 

II existe de multiples technologies de pouvant etre mises en 
oeuvre pour genotyper des polymorphismes de type SNP genotypage (voir 

15 notamment Kwok Pharmacogenomics, 2000, vol 1, pp 95-100. "High- 
throughput genotyping assay approaches"). Ces technologies sont basees sur 
Tun des quatre principes suivants : hybridation d'oligonucleotides specifiques 
d'alleles, elongation d'un oligonucleotide par des didesoxynucleotides '.en 
presence ou non de desoxynucleotides, ligation d'oligonucleotides specifiques 

20 d'alleles ou clivage d'oligonucleotides specifiques d'alleles. Chacune de ces 
technologies peut etre couple a un systeme de detection tel que la mesure de la 
fluorescence directe ou polarisee, ou la spectrometrie de masse. 

Le genotypage peut notamment etre effectue par un 
minisequen?age avec des ddNTPs chauds (2 ddNTPs differents marques par 

25 des fluorophores differents) et froids (2 ddNTPs non marques), en liaison avec 
un lecteur de fluorescence polarise. Le protocole de minisequengage avec 
lecture de fluorescence polarisee (Technologie FP-TDI ou Fluorescence 
Polarization Template-direct Dye-Terminator Incorporation) est bien connu de 
I'homme du metier. 

30 II peut etre realise sur un produit obtenu apres amplification par 

reaction de polymerisation en chaTne (PCR) de I'ADN de chaque individu. Ce 
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produit PCR est choisi pour couvrir la region genique du polynucleotide 
contenant le polymorphisme de type SNP etudie. Apres la derniere etape dans 
le thermocycleur de la PCR, la plaque est alors placee sur un lecteur de 
fluorescence polarisee pour la lecture des bases marquees en utilisant les 
5 filtres d'excitation et d'emission specifique des fluorophores. Les valeurs 
d'intensite des bases marquees sont reportees sur un graphe. 

Les amorces respectivement sens et antisens pour ('amplification 
PCR, dans le cas du polymorphisme de type SNP de ('invention, peuvent 
facilement etre choisis par I'homme du metier selon la position des 
0 polymorphismes de type SNP conforme a Invention. 

Par exemple, les sequences nucleotidiques sens et antisens pour 
1'amplification PCR peuvent etre respectivement ID SEQ N° 3 et ID SEQ N° 4. 

Ces sequences nucleotidiques permettent d'amplifier un fragment 
d'une longueur de 681 nucleotides, du nucleotide 390 au nucleotide 1070 dans 
5 la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1. 

Une analyse statistique de la frequence de chaque allele 
(frequence allelique) code par le gene comportant le SNP dans la population 
d'individus est alors effectuee, ce qui permet de determiner ('importance de leur 
impact et leur repartition dans les differents sous-groupes et notamment, le cas 
0 echeant, les diverses ethnies qui constituent cette population d'individus. 

Les donnees de genotypage sont analysees pour estimer les 
frequences de distributions des differents alleles observes dans les populations 
etudiees. Les calculs de frequences alleliques peuvent etre realises a ('aide de 
logiciels tels SAS-suite® (SAS) ou SPLUS® (MathSoft). La comparaison des 
distributions alleliques du polymorphisme de type SNP de ('invention au travers 
des differentes ethnies de la population d'individus peut etre realisee au moyen 
des logiciels ARLEQUIN® et SAS-suite®. 

La presente invention a egalement pour objet ('utilisation d'un 
polynucleotide conforme a I'invention pour la recherche d'une variation dans la 
sequence nucleotidique du gene IFNo.-5 chez un individu. 
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Vecteur d'expression et cellule hote 

La presente invention a aussi pour objet un vecteur recombinant 
comprenant au moins un polynucleotide conforme a ('invention. 

De nombreux systemes d'expression peuvent etre utilises, 
5 comme, par exemple, les chromosomes, les episomes, les virus derives. Plus 
particulierement, les vecteurs recombinants utilises peuvent etre derives de 
plasmides bacteriens, de transposons, d'episome de levure, d'elements 
d'insertion, d'elements chromosomiques de levures, de virus tels que les 
baculovirus, les papillonna virus comme SV40, les vaccinia virus, les 
10 adenovirus, les fox pox virus, les pseudorabies virus, les retrovirus. 

Ces vecteurs recombinants peuvent egalement etre des derives 
de cosmides ou de phagemides. La sequence nucleotidique peut etre inseree 
dans le vecteur recombinant d'expression par les methodes bien connues de 
I'homme du metier, telles que, par exemple, celles qui sont decrite.s dans 
15 MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL (supra) Sambrook et aL 

Le vecteur recombinant peut comprendre des sequences 
nucleotidiques de controle de la regulation de ('expression du polynucleotide 
ainsi que des sequences nucleotidiques permettant ['expression, et la 
transcription d'un polynucleotide de I'invention et la traduction d'un polypeptide 
20 de ('invention, ces sequences etant choisies en fonction des cellules botes 
mises en oeuvre. 

Ainsi, par exemple, un signal de secretion approprie peut etre 
integre dans le vecteur recombinant pour que le polypeptide, code par le 
polynucleotide de I'invention, soit dirige vers la lumiere du reticulum 
25 endoplasmique, vers I'espace periplasmique, sur la membrane ou vers 
I'environnement extracellulaire. 

La presente invention a aussi pour objet une cellule hote 
comprenant un vecteur recombinant conforme a I'invention. 

L'introduction du vecteur recombinant dans une cellule hote peut 
30 etre effectuee selon les methodes bien connues de I'homme du metier telles 
que celles decrites dans BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, Davis 
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et al., 1986 et MOLECULAR CLONING : A LABORATORY MANUAL, 2 nd Ed., 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989, telles 
que la transfection par calcium phosphate, le transfection par DEAE dextran, la 
transvection, la microinjection, la transfection par lipides cationiques, 

5 I'electroporation, (a transduction ou ('infection. 

Les cellules notes peuvent etre, par exemple, des cellules 
bacteriennes telles que les cellules de streptocoque, de staphylocoque, d'E. coli 
ou de Bacillus subtilis, des cellules de champignons telles que les cellules de 
levure et les cellules d Aspergillus, de Streptomyces, des cellules d'insectes 

0 telles que les cellules de Drosophilia S2 et de Spodoptera Sf9, des cellules 
animates, telles que les cellules CHO, COS, HeLa, C127. BHK, HEK 293 et des 
cellules humaines du sujet a traiter ou encore des cellules vegetales. 

Les cellules hotes peuvent etre utilisees, par exemple, pour 
exprimer un polypeptide de ('invention ou en tant que produit actif dans des 
5 compositions pharmaceutiques, comme on le verra ci-apres. 

Polypeptide 

La presente invention a aussi pour objet un polypeptide isole 
comprenant une sequence d'acides amines ayant au moins 80 % d'identite, 
preferentiellement au moins 90 % d'identite, plus preferentiellement au moins 
95 % d'identite et encore plus preferentiellement au moins 99 % d'identite avec: 

a) la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 ou avec 

b) la sequence d'acides amines comportant les acides amines compris entre 
24 et 189 de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, 

etant entendu que chacune des sequences d'acides amines sous a) et b) 
comporte au moins I'un des polymorphismes de type SNP suivants : 

- Q70E, 

- C122S. 

Le polypeptide de I'invention peut egalement comprendre : 
a) la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, ou 
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b) la sequence d'acides amines comportant les acides amines compris entre 

24 et 189 de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, 
etant entendu que chacune des sequences d'acides amines sous a) et b) 
comporte au moins Tun des polymorphismes de type SNP suivants : 
5 - Q70E, 
• C122S. 

Le polypeptide de I'invention peut tout particulierement consister 

en : 

a) la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, ou 
10 b) la sequence d'acides amines comportant les acides amines compris entre 
24 et 189 de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 : 

etant entendu que chacune des sequences d'acides amines sous a) et b) 

comporte au moins Tun des polymorphismes de type SNP suivants : 

-Q70E, 
15 -C122S. 

Preferentiellement, un polypeptide conforme a I'invention comporte 
un seul polymorphisme de type SNP choisi dans le groupe constitue par ; 
- Q70E, et 
-C122S. 

20 La presente invention a egalement pour objet un procede. de 

preparation d'un polypeptide ci-dessus decrit, dans lequel une cellule hote 
definie precedemment est cultivee et ledit polypeptide est isole du milieu de 
culture. 

Le polypeptide peut etre purifie a partir des cellules hotes, selon 
25 les methodes bien connues de I'homme du metier telles que la precipitation a 
I'aide d'agents chaotropiques comme les sels, en particulier le sulfate 
d'ammonium, I'ethanol I'acetone ou I'acide trichloroacetique, I'extraction a 
I'acide; la chromatographie echangeuse d'ions; la chromatographie par 
phosphocellulose; la chromatographie par interaction hydrophobe; la 
30 chromatographie d'affinite; la chromatographie hydroxylapatite ou les 
chromatographies d'exclusion. 
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On entend par "milieu de culture", le milieu dans lequel on purifie 
le polypeptide de I'invention. Ce milieu peut etre constitue par le milieu 
extracellulaire et/ou le lysat cellulaire. Des techniques biens connues de 
I'homme du metier permettent egalement a ce dernier de redonner la 
conformation active au polypeptide, si la conformation dudit polypeptide a ete 
alteree lors de isolation ou de la purification. 

Anticorps 

La presente invention a aussi pour objet un procede d'obtention 
d'un anticorps immunospecifique. 

On entend par "anticorps", les anticorps monoclonaux, 
polyclonaux, chimeriques, simple chame, humanises ainsi que les fragments 
Fab, incluant les produits d'un Fab ou d'une banque d'expression 
d'immunoglobulines. 

Un anticorps immunospecifique peut etre obtenu par immunisation 
d'un animal avec un polypeptide conforme a I'invention. 

L'invention concerne aussi un anticorps immunospecifique pour un 
polypeptide conforme a I'invention, tel que defini precedemment. 

Un polypeptide selon I'invention, un de ses fragments, un 
analogue, un de ses variants ou une cellule exprimant ce polypeptide peuvent 
aussi etre utilises pour produire des anticorps immunospecifiques. 

Le terme "immunospecifique" signifie que I'anticorps possede une 
meilleure affinite pour le polypeptide de I'invention que pour d'autres 
polypeptides connus de Cart anterieur. 

Les anticorps immunospecifiques peuvent etre obtenus par 
administration d'un polypeptide de I'invention, d'un de ses fragments, d'un 
analogue ou d'un fragment epitopique ou d'une cellule exprimant ce 
polynucleotide chez un mammifere, de preference non humain, selon les 
methodes bien connues de I'homme du metier. 

Pour la preparation d'anticorps monoclonaux, on peut utiliser des 
methodes usuelles de production d'anticorps, a partir de lignees cellulaires, 
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telles que la technique des hybridomes (Kohler et al., Nature (1975) 256 :495- 
497), la technique des triomes, la technique des hybridomes de cellules B 
humaines (Kozbor et al., Immunology Today (1983) 4 :72) et la technique des 
hybridomes EBV (Cole et al., MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER 
5 THERAPY, pp. 77-96, Alan R. Liss, 1985). 

Les techniques de production d'anticorps simple-chaine telles que 
decrites, par exemple, dans US N° 4,946, 778 peuvent etre egalement utilisees. 

Des animaux transgeniques comme les souris, par exemple, 
peuvent etre egalement utilises pour produire des anticorps humanises. 

10 

Agents interaqissant avec le polypeptide de ['invention 

La presente invention a egalement pour objet un procede 
d'identification d'un agent activateur ou inhibiteur d'un polypeptide conforme a 
Tinvention, comprenant : 
15 a) la mise en presence de cellules hotes, telles que definies ci-dessus avecun 
agent a tester, et 

b) la determination de I'effet activateur, ou inhibiteur, genere par I'agent a tester. 

Un polypeptide conforme a Tinvention peut ainsi etre employe 
pour un procede de criblage de composes qui rentrent en interaction avec celui- 
20 ci. 

Ces composes peuvent etre des agents activateurs (agonistes) ou 
inhibiteurs (antagonistes) de Tactivite intrinseque d'un polypeptide selon 
Tinvention. Ces composes peuvent egalement etre des ligands ou des substrats 
d'un polypeptide de Tinvention. Voir Coligan et al., Current Protocols in 

25 Immunology 1 (2), Chapter 5 (1991). 

En general, pour mettre en place un tel procede, il est d'abord 
souhaitable de produire des cellules hotes appropriees qui expriment un 
polypeptide conforme a Tinvention. De telles cellules peuvent etre, par exemple, 
des cellules de mammiferes, de levures, d'insectes comme Drosophifia ou de 

30 bacteries comme E. coli. 
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Ces cellules ou des extraits de membrane de ces cellules, sont 
alors mises en presence des composes a tester. 

On peut ainsi observer la capacite de liaison des composes a 
tester avec le polypeptide de ('invention, mais egalement ('inhibition ou 
I'activation de la reponse fonctionnelle. 

L'etape b) du procede ci-dessus peut etre mise en ceuvre en 
utilisant un agent a tester marque directement ou indirectement. Elle peut aussi 
comprendre un test de competition, en utilisant un agent marque ou non et un 
agent competiteur marque. 

On peut egalement determiner si un agent a tester conduit a la 
generation d'un signal d'activation ou d'inhibition sur des cellules exprimant le 
polypeptide de I'invention, en utilisant des moyens de detection appropries, 
suivant le signal a detecter. 

De tels agents activateurs ou inhibiteurs peuvent etre des 
polynucleotides, et dans certains cas des oligonucleotides ou des polypeptides, 
comme des proteines ou des anticorps, par exemple. 

La presente invention a aussi pour objet une methode pour 
('identification d'un agent active ou inhibe par un polypeptide conforme a 
rinvention, comprenant : 

a) la mise en presence de cellules hotes obtenues comme decrit ci-dessus avec 
un agent a tester, et 

b) la determination de I'effet activateur ou inhibiteur, genere par ledit polypeptide 
sur I'agent a tester. 

Un agent active ou inhibe par le polypeptide de ('invention est un 
agent qui repond, respectivement, par une activation ou une inhibition en 
presence de ce polypeptide. Les agents actives ou inhibes, directement ou 
indirectement, par le polypeptide de rinvention peuvent consister en des 
polypeptides comme, par exemple, des recepteurs membranaires ou 
nucleates, des kinases et plus preferentiellement des tyrosines kinases, des 
facteurs de transcription ou des polynucleotides. 
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Detection de maladies 

La presente invention a aussi pour objet un procede de detection 
de I'expression et/ou de Pactivite d'un polypeptide conforme a I'invention, 
cornprenant : 

5 a) la detection de la presence ou de ['absence d'un polynucleotide selon 
I'invention dans le genome du sujet, et/ou 
b) la determination de la concentration d'un polypeptide selon I'invention chez un 
sujet. 

La detection d'un polynucleotide et/ou la determination de la 

10 concentration d'un polypeptide conforme a I'invention peut permettre de savoir 
si un sujet est atteint ou risque d'etre atteint ou, au contraire, presente une 
resistance partielle au developpement d'une maladie, d'une indisposition ou 
d'un dereglement tels que definis precedemment, relatifs a ('expression et/ou 
Pactivite d'un polypeptide de ('invention. 

15 Selon Petape a), la detection du polynucleotide peut etre realisee a 

partir d'echantillons biologiques du sujet a etudier, tels que des cellules, -du 
sang, de Purine, de la salive, ou a partir d'une biopsie ou d'une autopsie du sujet 
a etudier. L'ADN genomique peut etre utilise directement pour la detection <ou 
apres a une amplification par PCR, par exemple. L'ARN ou PADNc peuvent 

20 egalement etre utilises de fagon similaire. 

II est ensuite possible de comparer la sequence nucleotidique d'un 
polynucleotide conforme a I'invention avec la sequence nucleotidique detectee 
dans le genome du sujet. 

La comparaison des sequences nucleotidiques peut etre effectuee 

25 par sequengage par des methodes d'hybridation de PADN, par difference de 
mobilite des fragments d'ADN sur gel d'electrophorese avec ou sans agents 
denaturants ou par difference de temperatures de fusion. Voir Myers et al. 5 
Science (1985) 230:1242. De telles modifications dans la structure de la 
sequence nucleotidique en un point precis peuvent egalement etre revelees par 

30 des essais de protection aux nucleases, telles que PARNase et la nuclease S1 
ou encore par des agents chimiques de clivage. Voir Cotton et al., Proc. Nat. 
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Acad. Sci. USA (1985) 85:4397-4401. Des sondes oligonucleotidiques 
comprenant un fragment d'un polynucleotide de I'invention peuvent egalement 
etre utilisees pour conduire le criblage. 

De nombreuses methodes bien connues de I'homme du metier 
5 peuvent etre utilisees pour determiner I'expression d'un polynucleotide de 
I'invention et pour identifier la variabilis genetique de ce polynucleotide. Voir 
Chee etal., Science (1 996), Vol 274, pp 610-613. 

La presente invention a egalement pour objet ['utilisation d'un 
polynucleotide conforme a I'invention pour effectuer un diagnostic genetique 
0 d'une maladie ou d'une resistance a une maladie liee a la presence, chez un ou 
plusieurs individus de la population humaine, de I'allele mutant code par le 
polymorphisme de type SNP fonctionnel conforme a I'invention. 

Ces maladies peuvent etre des dereglements et/ou des maladies 
humaines, tels que les differents cancers comme, par exemple, les carcinomes, 
5 les melanomes, les lymphomes, les myelomes, les tumeurs cancereuses ou 
non, les leucemies et les cancers du foie, du cou, de la tete et des reins, les 
maladies cardiovasculaires, les maladies metaboliques telles que cedes qui ne 
sont pas liees au systeme immunitaire comme, par exemple, I'obesite, les 
maladies infectieuses en particulier virales comme les hepatites B et C et le 
0 SIDA, les pneumonies, les colites ulceratives, les maladies du systeme nerveux 
central comme, par exemple, la maladie d'Alzheimer, la schizophrenie et la 
depression, le rejet de greffe de tissus ou d'organes, la cicatrisation de 
blessures, I'anemie en particulier chez les patients dialyses, les allergies, 
I'asthme, les scleroses multiples, I'osteoporose, le psoriasis, I'arthrite 
rhumatoide, la maladie de Crohn, les maladies et les desordres auto-immuns, 
les vermes genitales ou veneriennes, les desordres gastro-intestinaux ou 
encore les desordres lies aux traitements par chimiotherapie. 

Preferentieliement, ces maladies peuvent etre des dereglements 
et/ou maladies humaines, tels que les hepatites chroniques B et C, les 
leucemies telles que la leucemie a tricholeucocytes et la leucemie myeloTde 
chronique, les myelomes multiples, des lymphomes folliculaires, les tumeurs 
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carcinoTdes, tes melanomes malins, les carcinomes renaux metastases, la 
maladie d'Aizheimer, la maladie de Parkinson ainsi que les tumeurs qui 
apparaissent a la suite d'un deficit immunitaire, tel que le sarcome de Kaposi 
dans le cas du SIDA. 

La determination de la concentration d'un polypeptide selon 
invention, dans I'etape b), peut egalement aider au diagnostic d'une maladie, 
d'une indisposition ou d'un dereglement ou, au contraire, la resistance a une 
maladie, une indisposition ou un dereglement chez un sujet en prelevant un 
echantillon derive de ce sujet. 

L'augmentation ou la diminution de I'expression du polypeptide 
peut etre mesuree en quantifiant le niveau d'ARN codant pour ce polypeptide, 
suivant les methodes bien connues de I'homme du metier, par exemple, par 
PCR, RT-PCR, protection a I'ARNase, Northern blot, et autres methodes 
d'hybridation. 

II est egalement possible de determiner la concentration en 
polypeptides de ['invention presents dans un echantillon biologique du sujet par 
des methodes bien connues, par exemple, par radioimmunoessai, tests de 
liaisons competitives, Western blot et tests ELISA. 

Consecutivement a I'etape b), on peut comparer la concentration 
determinee en polypeptide conforme a ('invention avec la concentration., en 
proteine IFNa-5 naturel habituellement rencontree chez un sujet. 

L'homme du metier peut identifier le seui! au-dessus ou en 
dessous duquel apparait la sensibilite ou, au contraire, la resistance a la 
maladie, indisposition ou le dereglement evoque ci-dessus, a I'aide des 
publications de Tart anterieur ou par des tests ou des essais conventionnels, 
comme ceux qui sont mentionnes precedemment. 
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Medicaments et traitements des maladies 

La presente invention a aussi pour objet un medicament 
renfermant, a titre de principe actif, un polypeptide conforme a I'invention. 

[-'invention concerne encore ('utilisation d'un polypeptide conforme 
a I'invention, pour la fabrication d'un medicament destinee a la prevention ou au 
traitement de differents dereglements et/ou maladies humaines, tels que les 
differents cancers comme, par exemple, les carcinomes, les melanomes, les 
lymphomes, les myelomes, les tumeurs cancereuses ou non, les leucemies et 
les cancers du foie, du cou, de la tete et des reins, les maladies 
cardiovasculaires, les maladies metaboliques telles que celles qui ne sont pas 
liees au systeme immunitaire comme, par exemple, I'obesite, les maladies 
infectieuses en particulier virales comme les hepatites B et C et le SIDA, les 
pneumonies, les colites ulceratives, les maladies du systeme nerveux central 
comme, par exemple, la maladie d'Alzheimer, la schizophrenie et la depression, 
5 le rejet de greffe de tissus ou d'organes, la cicatrisation de blessures, I'anemie 
en particulier chez les patients dialyses, les allergies, I'asthme, les scleroses 
multiples, I'osteoporose, le psoriasis, I'arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn, 
les maladies et les desordres auto-immuns, les verrues genitales ou 
veneriennes, les desordres gastro-intestinaux ou encore les desordres lies aux 
0 traitements par chimiotherapie. 

Preferentiellement, un polypeptide conforme a I'invention peut etre 
utilise pour la fabrication d'un medicament destinee a la prevention ou au 
traitement de differents dereglements et/ou maladies humaines, tels que les 
hepatites chroniques B et C, les leucemies telles que la leucemie a 
tricholeucocytes et la leucemie myeloide chronique, les myelomes multiples, 
des lymphomes folliculaires, les tumeurs carcinofdes, les melanomes malins, 
les carcinomes renaux metastases, la maladie d'Alzheimer, la maladie de 
Parkinson ainsi que les tumeurs qui apparaissent a la suite d'un deficit 
immunitaire, tel que le sarcome de Kaposi dans le cas du SIDA. 

Certains des composes permettant d'obtenir le polypeptide 
conforme a I'invention ainsi que les composes obtenus ou identifies par ou a 
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partir de ce polypeptide peuvent egalement etre utilises pour le traitement 
therapeutique du corps humain, c'es't-a-dire a titre de medicament. 

C'est pourquoi la presente invention a aussi pour objet un 
medicament contenant, a titre de principe actif un polynucleotide conforme a 
5 invention, un vecteur recombinant defini precedemment, une cellule hote 
definie precedemment, un anticorps defini precedemment et/ou un agent 
activateur et/ou inhibiteur d'un polypeptide conforme a ('invention. 

L'invention concerne encore I'utilisation d'un polynucleotide 
conforme a l'invention, d'un vecteur recombinant defini precedemment, d'une 

10 cellule hote definie precedemment, d'un anticorps defini precedemment et/ou 
un agent activateur et/ou inhibiteur d'un polypeptide conforme a l'invention, pour 
la fabrication d'un medicament destinee a la prevention ou au traitement de 
differents dereglements et/ou maladies humaines, tels que les differents 
cancers comme, par exemple, les carcinomes, les melanomes, les lymphomas, 

15 les myelomes, les tumeurs cancereuses ou non, les leucemies et les cancers 
du foie, du cou, de la tete et des reins, les maladies cardiovasculaires, > les 
maladies metaboliques telles que celles qui ne sont pas liees au systeme 
immunitaire comme, par exemple, Pobesite, les maladies infectieuses en 
particulier virales comme les hepatites B et C et le SIDA. les pneumonies.Wes 

20 colites ulceratives, les maladies du systeme nerveux central comme : par 
exemple, la maladie d'Alzheimer, la schizophrenie et la depression, le rejet de 
greffe de tissus ou d'organes, la cicatrisation de blessures, I'anemie en 
particulier chez les patients dialyses, les allergies, I'asthme, les scleroses 
multiples, I'osteoporose, le psoriasis, I'arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn, 

25 les maladies et les desordres auto-immuns, les vermes genitales ou 
veneriennes, les desordres gastro-intestinaux ou encore les desordres lies aux 
traitements par chimiotherapie. 

Preferentiellement, un polynucleotide conforme a ['invention, un 
vecteur recombinant defini precedemment, une cellule hote definie 

30 precedemment, un anticorps defini precedemment et/ou un agent activateur 
et/ou inhibiteur d'un polypeptide conforme a ['invention peuvent etre utilises 
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pour la fabrication d'un medicament destinee a la prevention ou au traitement 
de differents dereglements et/ou maladies humaines, tels que les hepatites 
chroniques B et C, les leucemies telles que la leucemie a tricholeucocytes et la 
leucemie myeloide chronique, les myelomes multiples, des lymphomes 
folliculaires, les tumeurs carcinoTdes, les melanomes malins, les carcinomes 
renaux metastases, la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson ainsi que 
les tumeurs qui apparaissent a la suite d'un deficit immunitaire, tel que le 
sarcome de Kaposi dans le cas du SIDA. 

Le dosage d'un polypeptide et des autres composes de I'invention, 
utiles en tant que principe actif, depend du choix du compose, du mode 
d'administration, de la nature de la formulation, de la nature du sujet et du 
jugement du medecin. 

Lorsqu'il est utilise comme principe actif, un polypeptide conforme 
a I'invention est generalement administre a des doses comprises entre 1 et 
100 ng/kg du sujet. 

L'invention a aussi pour objet une composition pharmaceutique 
qui renferment au moins un compose precite, tel qu'un polypeptide conforme a 
I'invention, un polynucleotide conforme a ('invention, un vecteur recombinant 
defini precedemment, une cellule hote definie precedemment, un anticorps 
defini precedemment et/ou un agent activateur et/ou inhibiteur d'un polypeptide 
conforme a I'invention, a titre de principe actif, ainsi qu'un excipient 
pharmaceutiquement acceptable. 

Dans ces compositions pharmaceutiques, le principe actif est 
avantageusement present a des doses physiologiquement efficaces. 

Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre, par exemple, 
solides ou liquides et se presenter sous les formes pharmaceutiques 
couramment utilisees en medecine humaine, comme par exemple les 
comprimes simples ou drageifies, les gelules, les granules, les caramels, les 
suppositoires et de preference les preparations injectables et les poudres pour 
injectables. Ces formes pharmaceutiques peuvent etre preparees selon les 
methodes usuelles. 
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Le ou les principes actifs peuvent y etre incorpores a des 
excipients habituellement employes dans ces compositions pharmaceutiques, 
tels que le talc, la gomme arabique, le lactose, Pamidon, le dextrose, le glycerol, 
Pethanol, le stearate de magnesium, le beurre de cacao, les vehicules aqueux 
5 ou non, les corps gras d'origine animate ou vegetale, les derives paraffiniques, 
les glycols, les divers agents mouillants, dispersants ou emulsifiants, les 
conservateurs. 

Le ou les principes actifs conforme a l'invention peuvent etre 
employes seul ou en combinaison avec d'autres composes, tels que des 
10 composes therapeutiques tels que d'autres IFNsa, voire d'autres cytokines 
comme Pinterleukine, parexemple. 

Les differentes formulations des compositions pharmaceutiques 
sont adaptees suivant le mode d'administration. 

Les compositions pharmaceutiques peuvent etre administrees par 
15 les differentes voies d'administration connues de Phomme du metier. 

L'invention a egalement pour objet une composition de diagnostic 
qui renferment au moins un compose precite, tel qu'un polypeptide conforme a 
l'invention, un polynucleotide conforme a l'invention, un vecteur recombinant 
defini precedemment, une cellule hote definie precedemment, un anticorps 
20 defini precedemment et/ou un agent activateur et/ou inhibiteur d'un polypeptide 
conforme a l'invention, a titre de principe actif, ainsi qu'un excipient approprie 
pharmaceutiquement acceptable. 

Les excipients appropries utilises dans la composition de 
diagnostic sont generalement des tampons et des conservateurs. 
25 La presente invention a egalement pour objet Putilisation : 

a) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un agent activateur defini 
precedemment et/ou 

b) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un polypeptide selon ('invention, 
et/ou 

30 c) d'un polynucleotide selon l'invention, et/ou 

d) d'une cellule hote du sujet a traiter, definie precedemment, 
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pour preparer un medicament destine a augmenter I'expression ou I'activite 
chez un sujet, d'un polypeptide conforme a I'invention. 

Ainsi, pour traiter un sujet qui a besoin d'une augmentation de 
('expression ou de I'activite d'un polypeptide de I'invention, plusieurs methodes 
5 sont possibles. 

II est possible d'administrer au sujet une quantite 
therapeutiquement efficace d'un polypeptide de I'invention et/ou d'un agent 
activateur et/ou active tels que definis precedemment, eventuellement en 
combinaison, avec un excipient pharmaceutiquement acceptable. 

10 If est egalement possible d'augmenter la production endogene 

d'un polypeptide de I'invention par administration au sujet d'un polynucleotide 
seion I'invention. Par exemple, ce polynucleotide peut etre insere dans un 
vecteur retroviral d'expression. Un tel vecteur peut etre isole a partir de cellules 
ayant ete infectees par un vecteur de plasmide retroviral contenant de I'ARN 

15 codant pour le polypeptide de I'invention, de telle fa<jon pour que les cellules 
transduites produisent des particuies virales infectieuses contenant le gene 
d'interet. Voir Gene Therapy and other Molecular Genetic-based Therapeutic 
Approaches, Chapter 20, in Human Molecular Genetics, Strachan and Read, 
BIOS Scientifics Publishers Ltd (1996). 

20 II est egalement possible d'administrer au sujet des cellules hotes 

lut appartenant, ces cellules hotes ayant ete prelevees et modifiees, au 
prealable, de fa?on a exprimer le polypeptide de I'invention, comme decrit 
precedemment. 

La presente invention concerne egalement I'utilisation 

25 a) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un agent inhibiteur defini 
precedemment, et/ou 

b) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un anticorps immunospecifique 
defini precedemment, et/ou 

c) d'un polynucleotide permettant d'inhiber ('expression d'un polynucleotide 
30 conforme a I'invention, 

pour preparer un medicament destine a diminuer I'expression ou I'activite, chez 
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un sujet, d'un polypeptide conforme a I'invention. 

Ainsi, il est possible d'administrer au sujet une quantite 
therapeutiquement efficace d'un agent inhibiteur et/ou d'un anticorps tels que 
definis precedemment, eventuellement en combinaison, avec un excipient 
5 pharmaceutiquement acceptable. 

II est egalement possible de diminuer la production endogene d'un 
polypeptide de ('invention par administration au sujet d'un polynucleotide 
complementaire conforme a I'invention permettant d'inhiber I'expression d'un 
polynucleotide de I'invention. 

10 

AUTRES POLYMORPHISMES DE TYPE SNP 

La demanderesse a egalement identifie un troisieme 
polymorphisme de type SNP dans la sequence nucleotidique ID SEQ -N°1 du 
gene sauvage de reference de l'IFNa-5. Ce polymorphisme de type SNP est 

15 appele a516g. Ce polymorphisme de type SNP enframe une mutation de I'acide 
amine glutamine (Q) en position 28 dans la proteine immature du gene IFNa-5, 
correspondant a la sequence d'acides amines ID SEQ N°2, en arginine (R) et 
en position 3 de la proteine mature. 

La demanderesse a aussi identifie un polymorphisme de type SNP 

20 silencieux c886t dans la sequence codante de la sequence nucleotidique ID 
SEQ N°1, qui n'entraine pas de modification dans ia sequence d'acides amines 
ID SEQ N°2 de la proteine immature du gene IFNa-5 (threonine en position 
151). 

Enfin, la demanderesse a identifie 7 polymorphismes de type SNP 
25 dans la sequence non codante de la sequence nucleotidique ID SEQ N°1. Ces 
polymorphismes sont les suivants : c42t, g43a, c82t, a123t, g152c, t174c 3 
g292cetg1009a. 

Les lettres a, t, c et g pour les polymorphismes de type SNP 
mentionnes precedemment signifient respectivement adenine, thymine, 
30 cytosine et guanine. Sauf indication contraire, les numerotations ci~dessus font 
reference au positionnement des polymorphismes de type SNP mentionnes 
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precedemment sur la sequence nucleotidique ID SEQ N°1. 
PARTIE EXPERIMENTALE 

Exemple 1 : Moderation d'une proteine codee par un polynucleotide de 
sequence nucleotidique comportant un polymorphisme de type SNP c641q ou 
q798c et de la proteine codee par la sequence nucleotidique du gene sauvaqe 
de reference 

Dans une premiere etape la structure tridimensionnelle de IFNa-5 
a ete construite a partir de celle de IFNa-2 dont la structure est disponible dans 
la base de donnees PDB (code 1ITF) et ce en utilisant le logiciel Modeler (MSI, 
San Diego, CA). 

Le fragment polypeptidique mature a ensuite ete modifie de fagon 
a reproduire la mutation Q47E ou C99S. 

Un millier d'etapes de minimisations moleculaires ont ete 
conduites sur ce fragment mute en utilisant les programmes AMBER et 
DISCOVER (MSI : Molecular Simulations Inc.). 

Deux suites de calculs de dynamiques moleculaires ont ensuite 
ete effectuees avec le meme programme et les memes champs de forces. 

Dans chaque cas, 50000 etapes ont ete calculees a 300°K, 
terminees par 300 etapes d'equilibration. 

Le resultat de cette moderation est visualise sur les Figures 1, 2, 

3 et 4 

Exemple 2 : Genotvpaqe des polymorphismes de type SNP c641q ou q798c 
dans une population d'individus 

Le genotypage de SNPs est base sur le principe du 
minisequengage dont le produit est detecte par une lecture de fluorescence 
polarisee. La technique consiste en un minisequengage fluorescent 
(Technologie FP-TDI ou Fluorescence Polarization Template-direct Dye- 
terminator Incorporation). 

Le minisequenpage consiste a allonger un oligonucleotide amorce, 



• 
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place juste en amont du site polymorphe, par des dideoxynucleotides 
fluoromarques a I'aide d'une enzyme polymerase. Le resultat de cet 
allongement est directement analyse par une lecture de fluorescence polarisee. 

5 Le genotypage requiert 5 etapes : 

1) Amplification par PCR 

2) Purification du produit de PCR par digestion enzymatique 

3) Elongation de ('oligonucleotide amorce 

4) Lecture 

10 5) Interpretation de la lecture 

Les etapes de genotypage 1 et 2 sont realisees de maniere 
identique pour chacun des polymorphismes de type SNP c641g et g798c. 

Les etapes 3, 4 et 5 sont specifiques a chacun de ces 
15 polymorphismes. 

1) L'amplification PCR de la sequence nucleotidique du gene 
IFNcx-5 est effectuee a partir d'ADN genomique provenant de 239 individus 
d'origine ethniques diverses. 
20 Ces ADNs genomiques ont ete fournis par IMnstitut Coriell aux 

Etats-Unis. 

Les 239 individus se repartissent comme suit : 
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POPULATION 


DESCRIPTION 


NOMBRE D'INDIVIDUS 


1 


Afro Americain 


50 


2 


Amerindien du Sud Ouest 


5 


3 


Sud Americain (Andes) 


10 


4 


Caribeen 


10 


5 


Caucasien 


50 


6 


Chinois 


10 


7 


Grec 


8 


8 


Iberien 


10 


9 


Italien 


10 


10 


Japonais 


10 


11 


Mexicain 


10 


12 


Moyen-Orient 


20 


13 


Individus du Pacifique 


7 


14 


Indo-Pakistanais 


9 


15 


Sud Americain 


10 


16 


Asie du Sud 


10 



L'ADN genomique issu de chacun des individus constitue un 
echantillon. 

(-'amplification PCR est realisee a partir des amorces suivantes : 
ID SEQ N° 3 et ID SEQ N° 4. 

Ces sequences nucleotidiques permettent d'amplifier un fragment 
d'une longueur de 681 nucleotides, du nucleotide 390 au nucleotide 1070 dans la 
sequence nucleotidique ID SEQ N° 1. 

Le volume reactionnel total mis en oeuvre pour ('amplification PCR 
est de 5 pi par echantillon. 

Ce volume reactionnel est compose par les reactifs indiques dans 
le tableau suivant : 
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Fournisseur 


Reference 


Reactif 


Cone, 
initiate 


Vol. par 
tube ( pi) 


Cone, 
finale 


Life Technologie 


Livre avec Taq 


Tampon (X) 


10 


0,5 


1 


; Life Technologie 


Livre avec Taq 


MgSO^ (mM) 


50 


0,2 


2 


AP Biotech 


27-2035-03 


dNTPs (mM) 


10 


0,1 


0.2 




S.ur demande 


Amorce F ( pM) 

I U OI — W IN *r 


10 


0,1 


0,2 




our aernanue 


Amorce k (pM) 
ID SEQ N° 5 


1U 


0,1 


0,2 


Life Technologie 


1 1 304-029 


Taq platinium 


5U/ pi 


0,02 


0,1 U/ 
reaction 






H 2 0 


Qsp 5 pi 


1,98 








ADN 
(echantillon) 


2,5 ng/ pi 


2 


5 ng/ 
reaction 






Volume total 




5 pi 





Ces reactifs sont distribues dans une plaque PCR noire a 384 
puits fournie par ABGene (ref :TF-0384-k). La plaque est scellee, centrifugee 
puis placee dans un thermocycleur pour plaque 384 (Tetrad de MJ Research) 
5 et subit I'incubation suivante : Cycles de PCR : 1 min a 94° C, suivi de 36 cycles 
composes de 3 etapes (15 sec. a 94° C, 30 sec. a 56° C, 1 rnin. a 68° C). 



2) L'amplifiat PCR est ensuite purifie a I'aide de deux enzymes: 
la phosphatase alcaline de crevette (ou Shrimp Alkaline Phosphatase SAP) et 
0 Pexonuclease I (Exo I). La premiere de ces enzymes permet la 
dephosphorylation des dNTPs non incorpores au cours de ['amplification PCR, 
tandis que la seconde elimine les residus simple brin d'ADN, en particulier les 
amorces non utilisees au cours de la PCR. 

Cette digestion se fait par addition dans chaque puits de la plaque 
5 PCR d'un melange reactionnel de 5 pi par echantillon. 

Ce melange reactionnel est compose des reactifs suivants : 
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Fournisseur 


Reference 


Reactif 


Cone, 
initiale 


I Vol. par 
tube ( pi) 


Cone, 
finale 


AP Biotech 


E70092X 


SAP 


1 U/(j| 


0,5 


0,5/ 
reaction 


AP Biotech 


070073Z 


Exo I 


10 U/ Ml 


0,1 


1/ 

reaction 


AP Biotech 


Fourni 
avec SAP 


Tampon 
SAP (X) 


10 


0,5 


1 






H 2 0 


Qsp 5 pi 


3,9 








PCR 
ampiifiat 




5 pi 








Vol total 




10 pi 

— 





Une fois remplie, la plaque est scellee, centrifugee puis placee 
dans un thermocycleur pour plaque 384 puits (Tetrad de MJ Research) et subit 
I'.ncubation suivante : Digestion SAP-EXO : 45 min a 37° C, 15 min a 80° C. 

L'etape d'elongation ou de minisequencage est ensuite realisee 
sur ce produ.t de PCR digere, par addition d'un melange reactionnel de 5 uL 
par echantillon prepare. 

Le minisequengage 3) et les etapes de lecture 4) et 
d'.nterpretat.on de lecture 5) sont specifique a chaque polymorphisme de type 
SNPc641getg798c. 

Toutes ces etapes sont decrites ci-apres pour chacun de ces 
polymorphismes. 



3.1) Polymorphisme de type SNP c641g 

L'etape d'elongation ou de minisequencage est realisee comme 
indique dans le tableau suivant . 
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Fournisseur 


Reference 


Reactif 


Cone . 
initiale 


Vol. par 
tube 
(Ml) 


Cone, 
finale 


Propre 
preparation 




Tprnnnn Flnnn^tinn^ 
(X) 


5 


1 


1 


Life 
Technologies 


Sur dpmandp 


Amorce Miniseq 
A ou B 


10 


0 5 


1 


AP Biotech 


27-2051 
(61,71,81)-01 


ddNTPs^ ( pM) 
2 non marques 


2,5 
de chaque 




0,125 
de chaque 


NEN 


Nei 472/5 
et Nel 492/5 


ddNTPs' ( pM) 

2 msrnup^ 
Tamra et R110 


2,5 
de chaque 


0,25 


0,125 
de chaque 


AP Biotech 


E79000Z 


Thermo-sequenase 


3,2 U/ pi 


0,125 


0,4 U/ 
reaction 






H20 


Qsp 5 pi 


3,125 








PCR digeree 




10 pi 








Vol total 




15 pi 





Le tampon elongation : Le tampon elongation 5X est compose de Tris-HCf pH 9 a 250 mM, de 
KCI a 250 mM, de NaCI a 25 mM, de MgCI 2 a 10 mM et de glycerol a 40 %. 
ddNTPs : Pour les ddNTPs, un melange des 4 bases est realise en fonction du polymorphisme 
etudie. Seulement les 2 bases d'interets (C/G) composant le polymorphisme de type SNP 
fonctionnel portent un marquage, soit en Tamra, soit en R110. Le melange de ddNTPs est 
compose de : 

- 2,5 pM de ddATP non marque, 

- 2,5 pM de ddTTP non marque, 

- 2,5 pM de ddGTP (1,875 pM de ddGTP non marque et 0,625 pM de ddGTP marque au 
Tamra), 

- 2,5 pM de ddCTP (1 ,875 pM de ddCTP non marque et 0,625 pM de ddCTP marque au R1 1 0). 

Une fois remplie, la plaque est scellee, centrifugee puis placee 
15 dans un thermocycleur pour plaque 384 puits (Tetrad de MJ Research) et subit 
I'incubation suivante : Cycles d'elongation : 1 min. a 93° C, suivi de 35 cycles 
composes de 2 etapes (10 sec. a 93° C, 30 sec. a 55° C). 

Apres la derniere etape dans le thermocycleur, la plaque est 
directement placee sur un lecteur de fluorescence polarisee de type 
20 Analyst® HT de LJL Biosystems Inc.. La plaque est lue a I'aide du logiciel 
Criterion Host© en utilisant deux methodes. La premiere permet de lire la base 



1 

2 

5 



10 
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marquee en Tamra en utilisant les filtres d'excitation et d'emission specifiques 
de ce fluorophore (excitation 550-10 nm, emission 580-10 nm) et la seconde 
permet de lire la base marquee en R110 en utilisant les filtres d'excitation et 
d'emission specifiques de ce fluorophore (excitation 490-10 nm, emission 520- 
5 10 nm). Dans les deux cas, un miroir double dichroique (R110/Tamra) est 
utilise et les autres parametres de lecture sont : 
Z-height : 1,5 mm 
Attenuator : out 

Temps d'integration : 100,000 psec. 
10 Raw data units : counts/sec 

Switch polarization : by well 

Plate settling time : 0 msec 

PMT setup . Smart Read (+), sensitivity 2 

Dynamic polarizer : emission 
5 Static polarizer : S 

Un fichier resultat est alors obtenu contenant les valeurs calculees 
de mP (milliPolarization) pour le filtre Tamra et celle pour le filtre R110. Ces 
valeurs de mP sont calculees a partir des valeurs d'intensite obtenues sur le 
plan paralleled) et sur le plan perpendiculaire (1) d'apres la formule suivante : 

mP =1000(//-g±)/(// + g x). 
Dans ce calcul, la valeur 1 est ponderee d'un facteur g. Celui-ci 
est un parametre machine qui doit etre determine prealablement 
experimentalement. 



0 



4.1) et 5.1) Interpretation de la lecture et determination des 

genotypes. 

Les valeurs de mP sont reportees sur un graphe a I'aide du 
logiciel Excel de Microsoft Inc., et/ou du logiciel Allele Caller® developpe par 
LJL Biosystems Inc.. 

En abscisse est indiquee la valeur de mP de la base marquee au 
Tamra, en ordonnee est indiquee la valeur de mP de la base marquee au R1 1 0. 
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Une forte valeur de mP indique que la base marquee avec ce fluorophore est 
incorporee et, inversement, une faible valeur de mP revele I'absence 
d'incorporation de cette base. 

On obtient jusqu'a trois groupes homogenes de sequences 
nucleotidiques ayant des genotypes differents, comme indique dans la Figure 5. 

L'utilisation du logiciel Allele Caller® permet, une fois le reperage 
des differents groupes realise, d'extraire directement le genotype defini pour 
chaque individu sous forme d'un tableau, mentionne ci-apres. 

Les sequences des deux amorces de minisequencage 
necessaires pour le genotypage ont ete determinees de facon a etre placees en 
amont du site du polymorphisme de type SNP. Le produit de PCR qui comporte 
le polymorphisme de type SNP etant un produit d'ADN double brin, le 
genotypage peut done se faire soit sur le brin sens soit sur le brin antisens. Les 
amorces selectionnees sont fabriquees par Life Technologies Inc. 

Les amorces du minisequencage sont les suivantes . 
Amorce sens : (A) : aggaggagtttgatggcaac 
Amorce antisens : (B) : ggcttgagccttctggaact 

Le minisequencage du polymorphisme de type SNP c641g a 
d'abord ete valide sur 16 echantillons, puis genotype sur I'ensemble de la 
population d'individus composee de 239 individus et 7 blancs. 

Conditions de minisequencage testees : 
Condition N° 1 : 

Amorce sens + ddCTP-R110 + ddGTP-Tamra 
Condition N° 2 : 

Amorce sens + ddGTP-R110 + ddCTP-Tamra 
Condition N° 3 : 

Amorce antisens + ddGTP-R110 + ddCTP-Tamra 
Condition N° 4 : 

Amorce antisens + ddCTP-R1 10 + ddGTP-Tamra 

Ces 4 conditions ont ete testees et la condition N° 1 a ete retenue 
pour le genotypage. 
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Resultats du minise guen cgge pour le polymorphisms de t ype SNP c641n 

Apres la realisation complete du processus de genotypage, la 
determination des genotypes des individus de la population d'individus pour la 
SNP fonctionnel etudie ici a ete realisee a I'aide du graphe represent a la 
Figure 5. 

Ce genotype est en theorie soit homozygote CC, soit heterozygote 
CG, soit homozygote GG chez les individus testes. En realite et comme montre 
ci-dessous, le genotype homozygote GG n'est pas detecte dans la population 
d'individus. 

Les resultats des centrales, de la repartition des genotypes 
determines dans la population d'individus et le calcul des differentes frequences 
alleliques pour ce polymorphisme de type SNP fonctionnel sont presentes dans 
les tableaux suivants : 



Nombre d'individus 


Nombre de blanc 


Pourcentage de 
reussite 


testes 


genotypes 


testes 


valides 


239 


233 


7 


7 


97,6 
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! Genotype GG 




90,0 


100,0 


0'OOL 


100,0 


0*001 



0'OOL 


100,0 


0'OOL 


0'OOL , 


0'00L 


0'OOL 


100,0 


80,0 


100,0 


100,0 


1 

100,0 


97,4 


2: 


LO 


LO 


0 

T — 


0 
\ — 


CD 


0 

T 


CO 


co 


CD 


O 
1 — 


0 

T — 


0 

CNJ 




CD 


0 


0 

T 


CNJ 
CNJ 


Genotype AG 




10,0 


O'O 


O'O 


o'o 


0 

0" 


O'O 


O'O 


o'o 


O'O 


O'O 


O 
O" 


0 
0 


20,0 


0 

0" 


O'O 


O 
O 


CO 
CNj" 




in 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


O 


0 


T 


0 


0 


O 


CO 


Genotype AA 




O'O 


o'o 


o'o 


o'o 


o'o 


O'O 


o'o 


o'o 


o'o 


O'O 


O 
O 


0 
0 


O'O 


o'o 


0 

0" 


O'O 


0 
0 




0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


O 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


Frequence allelique 


01 % 96 


CO 
CD 




1 




1 




1 


1 


1 


I 


1 


1 


28,6 


t 


1 




CO 
CN! 


0 


I 


1 


1 


1 




1 


1 


t 


1 


1 




O'O 




i 




CO 
0~ 




0 

LO 


o'o 


o'o 


o'o 


o'o 


0 
0 


o'o 


0 
0 


0 
0 


o'o 


O'O 


! o'o 


10,0 


0 
0 


O'O 


j O'O 


CO 






20,9 


CNJ 


CNJ 


CNJ 


20,9 


CNJ 


CO 
CO 


CNI 


CNJ 


CNJ 


CNJ 
XT 


co" 


CD 
CNI 


CO 
CO 


CN 


CNJ 








0 

LO 


LO 


O 


0 

\ — 


0 

LO 


0 


CO 


0 


0 

T — 


0 


O 

T — 


0 

CNJ 




CD 


0 


0 


CD 
CO 
CNJ 


POPULATION 




Afro Americain 


Ameridien du Sud Quest 


Sud Americain (Andes) 


Caribeen 


Caucasien 


Chinois 


Grec 


Iberien 


Italien 


Japonais 


Mexicain 

... — 


Moyen-Orient 


Individus du Pacifique j 


Indo-Pakistanais 


Sud Americain 


Asie du Sud 


Total I 
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Dans le tableau ci-dessus, 
N represente le nombre d'individus, 

- % represente le pourcentage d'individus dans la sous-population specifique 

- la frequence allelique represente le pourcentage de I'allele mute dans la sous- 
population specifique, 

- 95 % IC represente fintervalle minimal et maximal de confiance a 95 %. 

En examinant ces resultats par population, on constate que les 6 
-nd.vtdus heterozygoses CG sont issus des sous-populations "afro-americaine" 
et "mdividus du Pacifique" de la population d'individus. 

3.2) Polymorphisme de type SNP g798c 

L'etape d'elongation ou de minisequencage est realisee comme 
mdique dans le tableau suivant : 



Fournisseur 


Reference 


Reactif 


Cone, 
initiate 


Vol. par 
tube 
(Ml) 


Cone, 
finale 


Propre 
preparation 




Tampon Elongation 1 " 
- . (X) 


5 


1 


1 


Life 
Technologies 


Sur demande 


Amorce Miniseq 
(PM) 
C ou D 


10 


0,5 


1 


AP Biotech 


27-2051 
(61,71,81)-01 


ddNTPs 2 ( pM) 
2 non marques 


2,5 
de chaque 


025 


0,125 
de chaque 


NEN 


Nel 472/5 
et Nel 492/5 


ddNTPs^ ( pM) "~ 

2 marques 
Tamra et R110 


2,5 
de chaque 


0,25 


0,125 
de chaque 


AP Biotech 


E79000Z 


Thermo-sequenase 


3,2 U/ pi 


0,125 


0,4 U/ 
reaction 






H20 


Qsp 5 pi 


3,125 








PCR digeree 




10 pi 








Vol total 

J_ 




15 pi 





KC,Tr TTT ' 16 t3mP0n "° n9ati ° n ^ COmP ° S " dS TnS - HCI 9 * 25 ° mM, de 
KCI a 250 mM. de NaCI a 25 mM. de MgCI 2 a10mMe.de glycerol a 40 % 

ddlYTP. : Pour ,es ddNTPs, un me.ange des 4 bases est rea.ise en fonctlon du po, ymc ,p h ,sme 
etud-e. segment ,es 2 bases dlnterets (C/G) composant ,e po.morpb.sme d typ e S Z 
fonct,onne, portent un marguage. soit en Tamra, soit en R1 10 . Le meiange de ddNTPs est 
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compose de : 

- 2,5 uM de ddATP non marque, 

- 2,5 uM de ddTTP non marque, 

- 2,5 de ddCTP (1 ,875 uM de ddCTP non marque et 0,625 uM de ddCTP marque au Tamra), 

- 2,5 uM de ddGTP (1 ,875 uM de ddGTP non marque et 0,625 uM de ddGTP marque au R1 1 0). 

Une fois remplie, la plaque est scellee, centrifugee puis placee 
dans un thermocycleur pour plaque 384 puits (Tetrad de MJ Research) et subit 
I'incubation suivante : Cycles d'elongation : 1 min. a 93° C, suivi de 35 cycles 
composes de 2 etapes (10 sec. a 93° C, 30 sec. a 55° C). 

Apres la derniere etape dans le thermocycleur, la plaque est 
directement placee sur un lecteur de fluorescence polarisee de type 
Analyst® HT de LJL Biosystems Inc.. La plaque est lue a I'aide du logicie! 
Criterion Host® en utilisant deux methodes. La premiere permet de lire la base 
marquee en Tamra en utilisant les filtres d'excitation et d'emission specifiques 
de ce fluorophore (excitation 550-10 nm, emission 580-10 nm) et la seconde 
permet de lire la base marquee en R110 en utilisant les filtres d'excitation et 
d'emission specifiques de ce fluorophore (excitation 490-10 nm, emission 520- 
10 nm). Dans les deux cas, un miroir double dichroique (R110/Tamra) est 
utilise et les autres parametres de lecture sont : 
Z-height : 1,5 mm 
Attenuator : out 

Temps d'integration : 100,000 psec. 

Raw data units : counts/sec 

Switch polarization : by well 

Plate settling time : 0 msec 

PMT setup : Smart Read (+), sensitivity 2 

Dynamic polarizer : emission 

Static polarizer : S 

Un fichier resultat est alors obtenu contenant les valeurs calculees 
de mP pour le filtre Tamra et celle pour le filtre R110. Ces valeurs de mP sont 
calculees a partir des valeurs d'intensite obtenues sur le plan paralleled) et sur 
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le plan perpendiculaire (J_) d'apres la formule suivante : 

mP =1000(//-g_L)/(// + gj.). 
Dans ce calcul, la valeur _L est ponderee d'un facteur g. Celui-ci 
est un parametre machine qui doit etre determine prealablement 
experimentalement. 



4.2) et 5.2) Interpretation de la lecture et determination des 

genotypes. 

Les valeurs de mP sont reportees sur un graphe a ('aide du 
10 logiciel Excel de Microsoft Inc., et/ou du logiciel Allele Caller® developpe par 
LJL Biosystems Inc.. 

En abscisse est indiquee la valeur de mP de la base marquee au 
Tamra, en ordonnee est indiquee la valeur de mP de la base marquee au R1 10 
Une forte valeur de mP indique que la base marquee avec ce fluorophore est 
5 incorporee et, inversement, une faible valeur de mP revele I'absence 
d'incorporation de cette base. 

On obtient jusqu'a trois groupes homogenes de sequences 
nucleotidiques ayant des genotypes differents, comme indique dans la Figure 6. 

(-'utilisation du logiciel Allele Caller® permet, une fois le reperage 
des differents groupes realise, d'extraire directement le genotype defini pour 
chaque individu sous forme d'un tableau, mentionne ci-apres. 

Les sequences des deux amorces de minisequencage 
necessaires pour le genotypage ont ete determines de facon a etre placees en 
amont du site du polymorphisme de type SNP. Le produit de PCR qui comporte 
le polymorphisme de type SNP etant un produit d'ADN double brin, le 
genotypage peut done se faire soit sur le brin sens soit sur le brin antisens. Les 
amorces selectionnees sont fabriquees par Life Technologies Inc. 

Les amorces du minisequencage sont les suivantes . 
Amorce sens : (C) : gctgaatgacctggaagcct 
Amorce antisens : (D) : ctccaacctcctgcatcata 

Le minisequencage du polymorphisme de type SNP g798c a 



0 
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d'abord ete valide sur 16 echantillons, puis genotype sur I'ensemble de la 
population d'individus composee de 239 individus et de 7 blancs. 

Conditions de minisequencage testees : 
Condition N° 1 : 

Amorce sens + ddGTP-R110 + ddCTP-Tamra 
Condition N° 2 : 

Amorce sens + ddCTP-R1 10 + ddGTP-Tamra 
Condition N° 3 : 

Amorce antisens + ddGTP-R110 + ddCTP-Tamra 
Condition N° 4 : 

Amorce antisens + ddCTP-R1 10 + ddGTP-Tamra 

Ces 4 conditions ont ete testees et la condition N° 4 a ete retenue 
pour le genotypage. 

Resultats du miniseq uencage pour le polvmorphisme de type SNP g798c 

Apres la realisation complete du processus de genotypage, la 
determination des genotypes des individus de la population d'individus pour la 
SNP fonctionnel etudie ici a ete realisee a I'aide du graphe represents a la 
Figure 6. 

Ce genotype est en theorie soit homozygote cc, soit heterozygote 
eg, soit homozygote gg chez les individus testes. En realite et comme montre 
ci-dessous, le genotype homozygote gg n'est pas detecte dans la population 
d'individus. 

Les resultats des controles, de la repartition des genotypes 
determines dans la population d'individus et le calcul des differentes frequences 
alleliques pour ce polymorphisme de type SNP fonctionnel sont presentes dans 
les tableaux suivants : 



Nombre d'individus 


Nombre de blanc 


Pourcentage de 
reussite 


testes 


genotypes 


testes 


valides 


239 


238 


7 


7 


99,6 
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Genotype CC 




100,0 


100,0 


100,0 


90,0 


98,0 


100,0 


100,0 


100,0 


100,0 


100,0 


90,0 


100,0 
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POPULATION 




Afro Americain 


Ameridien du Sud Quest 


Sud Americain (Andes) 


Caribeen 


Caucasien 


Chinois 


Grec 


Iberien 


Italien 


Japonais 


Mexicain 


Moyen-Orient 


Individus du Pacifique 


Indo-Pakistanais 


Sud Americain 


Asie du Sud 




Total 
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Dans le tableau ci-dessus, 
N represente le nombre d'individus, 

% represente le pourcentage d'individus dans la sous-population specifique, 
- la frequence allelique represente le pourcentage de I'allele mute dans la sous- 
population specifique, 

- 95 % IC represente I'intervalle minimal et maximal de confiance a 95 %. 

II faut preciser que I'allele c lu en antisens correspond a I'allele g 
lu en sens, soit a la presence d'un C en position 122 de la de la proteine IFNa-5 
et done que I'allele g lu en antisens correspond a I'allele c lu en sens 
correspondant a un S pour cette position dans la sequence de la proteine 
correspondante. 

En examinant ces resultats par population, on constate que les 4 
individus heterozygotes CG issus des sous-populations caribeenne, 
caucasienne, mexicaine, sud americaine de la population d'individus. 
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REVENDICATJONS 



1 . Polynucleotide isole comprenant : 
a) une sequence nucleotidique ayant au moins 80% d'identite avec la 
5 sequence ID SEQ N° 1 ou sa sequence codante, etant entendu que cette 
sequence nucleotidique comporte au moins Tun des polymorphismes de 
type SNP suivants : 
-c641g, 

- g798c, ou 

10 b) une sequence nucleotidique complementaire a une sequence nucleotidique 
sous a). 

2. Polynucleotide isole comprenant : 

a) la sequence nucleotidique ID SEQ NT 1 ou sa sequence codante, etant 
entendu que chacune de ces sequences comporte au moins I'un des 

15 polymorphismes de type SNP suivants : 

- c641g, 
g798c, ou 

b) une sequence nucleotidique complementaire a une sequence nucleotidique 
sous a). 

20 3 - Polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 2, 

caracterise en ce qu'il consiste en la sequence ID SEQ N° 1 ou sa sequence 
codante, etant entendu que chacune des sequences comporte au moins I'un 
des polymorphismes de type SNP suivants : 

- c641g, 
25 - g798c. 

4. Polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que la sequence nucleotidique a) comporte un seul 
polymorphisme de type SNP choisi dans le groupe constitue par : 

- c641g, et 
30 - g798c, 
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REVENDICATIONS 

1. Polynucleotide isole comprenant : 

a) une sequence nucleotidique ayant au moins 80 % d'identite avec la 
5 sequence ID SEQ N° 1 ou sa sequence codante, etant entendu que cette 

sequence nucleotidique comporte au moins Tun des polymorphismes de 
type SNP suivants : 

- c641g, 

- g798c, ou 

10 b) une sequence nucleotidique complementaire a une sequence nucleotidique 
sous a). 

2. Polynucleotide isole comprenant : 

a) la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1 ou sa sequence codante, etant 
entendu que chacune de ces sequences comporte au moins Tun des 

15 polymorphismes de type SNP suivants : 

- c641g, 
g798c, ou 

b) une sequence nucleotidique complementaire a une sequence nucleotidique 
sous a). 

20 3. Polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 2, 

caracterise en ce qu'il consiste en la sequence ID SEQ N° 1 ou sa sequence 
codante, etant entendu que chacune des sequences comporte au moins Tun 
des polymorphismes de type SNP suivants : 
-c641g, 

25 - g798c. 

4. Polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que la sequence nucleotidique a) comporte un seul 
polymorphisme de type SNP choisi dans le groupe constitue par : 

- c641g T et 
30 - g798c : 
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5. Polynucleotide isole, caracterise en ce qu'il code pour un 
polypeptide comprenant : 

a) la sequence d'acides amines ID SEQ N 6 2, ou 

b) la sequence d'acides amines comprenant les acides amines compris entre 
5 24 et 189 de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, 

etant entendu que chacune des sequences d'acides amines sous a) et b) 
comporte au moins fun des polymorphismes de type SNP suivants : 

- Q70E, 

- C122S. 

10 6 - Polynucleotide selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il 

code pour un polypeptide comportant un seul polymorphisme de type SNP choisi 
dans le groupe constitue par : 

- Q70E, et 

- C122S. 

7. Polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, 
caracterise en ce qu'il est compose d'une molecule d'ADN ou d'ARN. 

8. Utilisation de tout ou partie d'un polynucleotide selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 7, pour identifier, hybrider et/ou amplifier 
tout ou partie d'un polynucleotide consistant en la sequence ID SEQ N° 1 ou sa 
sequence codante, etant entendu que chacune de ces sequences comporte au 
moins I'un des polymorphismes de type SNP suivants: 

- c641g, 

- g798c. 

9. Utilisation de tout ou partie d'un polynucleotide selon I'une 
25 quelconque des revendications 1 a 7, comme outil de genotypage. 

10. Precede de determination de la frequence du polymorphisme 
de type SNP d'un polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 
7, dans lequel on precede a un genotypage chez un individu ou dans une 
population d'individus. 

30 1r Procede de determination selon la revendication 10, dans 

lequel le genotypage est effectue par minisequencage. 
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5. Polynucleotide isole, caracterise en ce qu'il code pour un 
polypeptide comprenant : 

a) la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, ou 

b) la sequence d'acides amines comprenant les acides amines compris entre 
24 et 189 de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, 

etant entendu que chacune des sequences d'acides amines sous a) et b) 
comporte au moins Tun des polymorphismes de type SNP suivants : 

- Q70E, 

- C122S. 

6. Polynucleotide selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il 
code pour un polypeptide comportant un seul polymorphisme de type SNP choisi 
dans le groupe constitue par : 

- Q70E, et 
-C122S. 

7. Polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, 
caracterise en ce qu'il est compose d'une molecule d'ADN ou d'ARN. 

8. Utilisation de tout ou partie d'un polynucleotide selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 7, pour identifier, hybrider et/ou amplifier 
tout ou partie d'un polynucleotide consistant en la sequence ID SEQ N° 1 ou sa 
sequence codante, etant entendu que chacune de ces sequences comporte au 
moins I'un des polymorphismes de type SNP suivants: 

- c641g, 

- g798c. 

9. Utilisation de tout ou partie d'un polynucleotide selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 7, comme outil de genotypage. 

10. Procede de determination de la frequence du polymorphisme 
de type SNP d'un polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 
7, dans lequel on procede a un genotypage chez un individu ou dans une 
population d'individus. 

11. Procede de determination selon la revendication 10, dans 
lequel le genotypage est effectue par minisequencage. 
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12. Precede de determination selon la revendication 11 dans 
lequel le minisequencage est realise avec les amorces sens et antisens 
co^espondant respectivement aux sequences nucleotidique ID SEQ N° 3 et ID 

13. Utilisation d'un polynucleotide selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 6, pour la recherche d'une variation de sequence dans la 
sequence nucleotidique du gene IFNa-5 chez un individu. 

14. Vecteur recombinant comprenant un polynucleotide selon 
I une quelconque des revendications 1 a 7. 

15. Cellule hote comprenant un vecteur recombinant selon la 
revendication 14. 

16. Procede de preparation d'un polypeptide, caracterise en ce 
qu'une cellule hote selon la revendication 15 est cu.tivee et ledit polypeptide est 
isole du milieu de culture. 

17. Polypeptide isole comprenant une sequence d'acides amines 
ayant au moins 80 % d'identite avec 

a) la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 ou 

b) la sequence d'acides amines comportant les acides amines compris entre 
24 et 189 de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 

etant entendu que chacune des sequences d'acides amines sous a) et b) 
comporte au moins I'un des polymorphismes de type SNP suivants ■ 
-Q70E, 

- C122S. 

18 ' Po, yP e P tid e selon la revendication 17, caracterise en ce qu'il 

25 comprend 

a) la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, ou 

b) la sequence d'acides amines comportant ies acides amines compris entre 
24 et 189 de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 

etant entendu que chacune des sequences d'acides amines sous a) et b) 
comporte au moins I'un des polymorphismes de type SNP suivants ■ 
- Q70E, 
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12. Procede de determination selon la revendication 11, dans 
lequel le minisequengage est realise sur un produit PCR obtenu avec les 
amorces sens et antisens correspondant respectivement aux sequences 
nucleotidique ID SEQ N° 3 et ID SEQ N° 4. 

13. Utilisation d"un polynucleotide selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 6, pour la recherche d'une variation de sequence dans la 
sequence nucleotidique du gene IFNa-5 chez un individu. 

14. Vecteur recombinant comprenant un polynucleotide selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 7. 

15. Cellule hote comprenant un vecteur recombinant selon la 
revendication 14. 

16. Procede de preparation d'un polypeptide, caracterise en ce 
qu'une cellule hote selon la revendication 15 est cultivee et ledit polypeptide est 
isole du milieu de culture. 

17. Polypeptide isole comprenant une sequence d'acides amines 
ayant au moins 80 % d'identite avec 

a) la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 ou 

b) la sequence d'acides amines comportant les acides amines compris entre 
24 et 189 de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, 

etant entendu que chacune des sequences d'acides amines sous a) et b) 
comporte au moins Tun des polymorphismes de type SNP suivants : 

- Q70E, 

- C122S. 

18. Polypeptide selon la revendication 17, caracterise en ce qu'il 

comprend 

a) la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, ou 

b) la sequence d'acides amines comportant les acides amines compris entre 
24 et 189 de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, 

etant entendu que chacune des sequences d'acides amines sous a) et b) 
comporte au moins Tun des polymorphismes de type SNP suivants : 

- Q70E, 
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- C122S. 

19. Polypeptide selon rune quelconque des revendications 17 a 
18, caracterise en ce qu'il consiste en 
a) la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, ou 
5 b) la sequence d'acides amines comportant les acides amines compris entre 
24 et 189 de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, 
etant entendu que chacune des sequences d'acides amines sous a) et b) 
comporte au moins I'un des polymorphismes de type SNP suivants • 

- Q70E, 
10 -C122S. 

20. Polypeptide selon I'une quelconque des revendications 17 a 19 
caracterise en ce que chacune des sequences d'acides amines sous a) et b) 
comporte un seul polymorphisms de type SNP choisi dans le groupe constitue 
par: 

15 -Q70E, et 

- C122S. 

21. Precede d'obtention d'un anticorps immunospecifique 
caracterise en ce qu'il est cbtenu par immunisation d'un animal avec un 
polypeptide selon I'une quelconque des revendications 17 a 20. 

20 22 Anticor PS immunospecifique pour un polypeptide selon I'une 

quelconque des revendications 17 a 20. 

23. Procede d'identification d'un agent activates ou inhibiteur d'un 
polypeptide selon I'une quelconque des revendications 17 a 20, comprenant : 

a) la mise en presence de cellules hotes selon la revendication 15 avec un agent 
25 a tester, et 

b) la determination de I'effet activateur ou inhibiteur genere par I'agent a tester. 

24. Agent activateur ou inhibiteur, caracterise en ce qu'il est 
susceptible d'etre identifie par la methode selon la revendication 23. 

25. Methode pour ('identification d'un agent active ou inhibe par un 
30 polypeptide selon I'une quelconque des revendications 1 7 a 20, comprenant 

a) la mise en presence de cellules hotes selon la revendication 15 avec un agent 
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- C122S. 

19. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications 17 a 
18, caracterise en ce qu'il consiste en 

a) la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, ou 
5 b) la sequence d'acides amines comportant les acides amines compris entre 
24 et 189 de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, 
etant entendu que chacune des sequences d'acides amines sous a) et b) 
comporte au moins Tun des polymorphismes de type SNP suivants : 

- Q70E, 
10 -C122S. 

20. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications 17 a 19, 
caracterise en ce que chacune des sequences d'acides amines sous a) et b) 
comporte un seul polymorphisme de type SNP choisi dans le groupe' constitue 
par: 

15 -Q70E, et 

- C122S. 

21. Procede d'obtention d'un anticorps immunospecifique, 
caracterise en ce qu'il est obtenu par immunisation d'un animal avec un 
polypeptide selon Tune quelconque des revendications 17 a 20. 

20 22. Anticorps immunospecifique pour un polypeptide selon Tune 

quelconque des revendications 17 a 20. 

23. Procede d'identification d'un agent activateur ou inhibiteur d'un 
polypeptide selon Tune quelconque des revendications 17 a 20, comprenant : 

a) la mise en presence de cellules hotes selon la revendication 15 avec un agent 
25 a tester, et 

b) la determination de I'effet activateur ou inhibiteur genere par I'agent a tester. 

24. Methode pour ['identification d'un agent active ou inhibe par un 
polypeptide selon Tune quelconque des revendications 17 a 20, comprenant : 

a) la mise en presence de cellules hotes selon la revendication 15 avec un agent 
30 a tester, et 

b) la determination de I'effet activateur ou inhibiteur genere par un polypeptide 
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a tester, et 

b) la determination de reflet activates ou rnhibiteur genere par un polypeptide 
sur I'agent a tester. 

26. Agent active ou inhibe, caracterise en ce qu'il est susceptible 
d'etre identifie par la methode selon la revendication 25. 

27. Procede de detection de ('expression et/ou de I'activite d'un 
polypeptide selon I'une quelconque des revendications 17 a 20. comprenant • 

a) la detection de la presence ou de I'absence d'un polynucleotide selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 7 dans le genome du sujet, et/ou 

b) la detection de la concentration d'un polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications 17 a 20, dans un echantillon biologique du sujet. 

28. Medicament comprenant a titre de principe actif au moins un 
polypeptide selon I'une quelconque des revendications 17 a 20. 

29. Utilisation d'un polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications 17 a 20, pour la preparation d'un medicament destine a la 
prevention ou .e traitement de I'une des maladies choisies dans le groupe 
const.tue par les differents cancers comme les carcinomes, les me.anomes les 
lymphomes, les myelomes, les tumeurs cancereuses ou non, les leucemies et 
les cancers du foie, du cou, de la tete et des reins, «es maladies 
card,ovascu.aires, les maladies metaboliques telles que celles qui ne sont pas 
Lees au systeme immunitaire comme I'obesite, les maladies infectieuses en 
part.culier virales comme les hepatites B et C et le SIDA, les pneumonies les 
oolites ulcerative*, les maladies du systeme nerveux centra, comme la ma.adie 
d'Alzhe.mer, la schizophrenie et la depression, le rejet de greffe de tissus ou 
d'organes, la cicatrisation de blessures, I'anemie en particulier chez ,es patients 
d.a.yses, les allergies, I'asthme, les scleroses multiples, I'osteoporose le 
psonasis, I'arthrite rhumato.de, la maladie de Crohn, les maladies et'les 
desordres auto-immuns, les vermes genitales ou veneriennes, les desordres 
gastro-intestinaux ou encore les desordres lies aux traitements par 

30 chimiotherapie. 

30. Utilisation d'un polypeptide selon la revendication 29, pour la 
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sur I'agent a tester. 

25. Procede de detection de I'expression et/ou de I'activite d'un 
polypeptide selon I'une quelconque des revendications 17 a 20, comprenant : 

a) la detection de la presence ou de I'absence d'un polynucleotide selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 7 dans le genome du sujet, et/ou 

b) la detection de la concentration d'un polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications 17 a 20, dans un echantillon biologique du sujet. 

26. Medicament comprenant a titre de principe actif au moins un 
polypeptide selon I'une quelconque des revendications 17 a 20. 

27. Utilisation d'un polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications 17 a 20, pour la preparation d'un medicament destine a la 
prevention ou le traitement de I'une des maladies choisies dans le groupe 
constitue par les differents cancers comme les carcinomes, les melanomes, les 
lymphomes, les myelomes, les tumeurs cancereuses ou non, les leucemies et 
les cancers du foie, du cou, de la tete et des reins, les maladies 
cardiovasculaires, les maladies metaboliques telles que celles qui ne soht pas 
liees au systeme immunitaire comme I'obesite, les maladies infectieuses en 
particulier virales comme les hepatites B et C et le SIDA, les pneumonies, les 
colites ulceratives, les maladies du systeme nerveux central comme la maladie 
d'Alzheimer, la schizophrenic et la depression, le rejet de greffe de tissus ou 
d'organes, la cicatrisation de blessures, I'anemie en particulier chez les patients 
dialyses, les allergies, I'asthme, les scleroses multiples, I'osteoporose, le 
psoriasis, I'arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn, les maladies et les 
desordres auto-immuns, les vermes genitales ou veneriennes, les desordres 
gastro-intestinaux ou encore les desordres lies aux traitements par 
chimiotherapie. 

28. Utilisation d'un polypeptide selon la revendication 27, pour la 
preparation d'un medicament destine a la prevention ou le traitement de I'une 
des maladies choisies dans le groupe constitue par les hepatites chroniques B 
et C, les leucemies telles que la leucemie a tricholeucocytes et la leucemie 
myeloide chronique, les myelomes multiples, des lymphomes folliculaires, les 
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preparation d'un medicament destine a la prevention ou le traitement de Tune 
des maladies choisies dans le groupe constitue par les hepatites chroniques B 
et C, les leucemies telles que la leucemie a tricholeucocytes et la leucemie 
myeloide chronique, les myelomes multiples, des lymphomes folliculaires, les 
5 tumeurs carcinoses, les melanomes malins, les carcinomes renaux 
metastases, la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson ainsi que les 
tumeurs qui apparaissent a la suite d'un deficit immunitaire, tel que le sarcome 
de Kaposi dans le cas du SIDA. 

31. Medicament comprenant a titre de principe actif au moins un 
10 polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 17 a 20, un vecteur 

recombinant selon la revendication 14, une cellule hote selon la revendication 
15, un anticorps selon la revendication 22 et/ou un agent activateur et/ou 
inhibiteur selon la revendication 24. 

32. Utilisation d'un polynucleotide selon Tune quelconque des 
15 revendications 1 a 7, d'un vecteur recombinant selon la revendication 14, d'une 

cellule hote selon la revendication 15, d'un anticorps selon la revendication 22 
et/ou d'un agent activateur et/ou inhibiteur selon la revendication 24, pour la 
preparation d'un medicament destine a la prevention ou le traitement de I'une 
des maladies choisies dans le groupe constitue par les differents cancers 

20 comme les carcinomes, les melanomes, les lymphomes, les myelomes, les 
tumeurs cancereuses ou non, les leucemies et les cancers du foie, du cou, de 
la tete et des reins, les maladies cardiovasculaires, les maladies metaboiiques 
telles que celles qui ne sont pas liees au systeme immunitaire comme I'obesite, 
les maladies infectieuses en particulier virales comme les hepatites B et C et le 

25 SIDA, les pneumonies, les colites ulceratives, les maladies du systeme nerveux 
central comme la maladie d'Alzheimer, la schizophrenie et la depression, le 
rejet de greffe de tissus ou d'organes, la cicatrisation de blessures, I'anemie en 
particulier chez les patients dialyses, les allergies, I'asthme, les scleroses 
multiples, I'osteoporose, le psoriasis, I'arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn, 

30 les maladies et les desordres auto-immuns, les vermes genitales ou 
veneriennes, les desordres gastro-intestinaux ou encore les desordres lies aux 



regue !e 28/1 1/01 



55 

tumeurs carcinoTdes, les melanomes malins, les carcinomes renaux 
metastases, la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson ainsi que les 
tumeurs qui apparaissent a la suite d'un deficit immunitaire, tel que le sarcome 
de Kaposi dans le cas du SIDA. 

29 Medicament comprenant a titre de principe actif au moins un 
polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, un vecteur 
recombinant selon la revendication 14, une cellule hote selon la revendication 
15 et/ou un anticorps selon la revendication 22. 

30. Utilisation d'un polynucleotide selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 7, d'un vecteur recombinant selon la revendication 14, d'une 
cellule hote selon la revendication 15 et/ou d'un anticorps selon la revendication 
22, pour la preparation d'un medicament destine a la prevention ou le 
traitement de Tune des maladies choisies dans le groupe constitue par les 
differents cancers comme les carcinomes, les melanomes, les lymphomes, les 
myelomes, les tumeurs cancereuses ou non, les leucemies et les cancers du 
foie, du cou, de la tete et des reins, les maladies cardiovasculaires, les 
maladies metaboliques telles que celles qui ne sont pas liees au systeme 
immunitaire comme I'obesite, les maladies infectieuses en particulier virales 
comme les hepatites B et C et le SIDA, les pneumonies, les colites ulceratives, 
ies maladies du systeme nerveux central comme la maladie d'Alzheimer, la 
schizophrenie et la depression, le rejet de greffe de tissus ou d'organes, la 
cicatrisation de blessures, i'anemie en particulier chez les patients dialyses, les 
allergies, I'asthme, les scleroses multiples, I'osteoporose, le psoriasis, I'arthrite 
rhumatoide, la maladie de Crohn, les maladies et les desordres auto-immuns, 
les vermes genitales ou veneriennes, les desordres gastro-intestinaux ou 
encore les desordres lies aux traitements par chimiotherapie. 

31. Utilisation d'un polynucleotide selon ['une quelconque des 
revendications 1 a 7, d'un vecteur recombinant selon la revendication 14, d'une 
cellule hote selon la revendication 15 et/ou d'un anticorps selon la revendication 
22, pour la preparation d'un medicament destine a la prevention ou le 
traitement de Tune des maladies choisies dans le groupe constitue par les 
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traitements par chimiotherapie. 

33. Utilisation d'un polynucleotide, d'un vecteur recombinant, 
d'une cellule hote, d'un anticorps et/ou d'un agent activateur et/ou inhibiteur 
selon la revendication 32, pour la preparation d'un medicament destine a la 

5 prevention ou le traitement de Tune des maladies choisies dans le groupe 
constitue par les hepatites chroniques B et C, les leucemies telles que la 
leucemie a tricholeucocytes et la leucemie myeloide chronique, les myelomes 
multiples, des lymphomes folliculaires, les tumeurs carcinoides, les melanomes 
malins, les carcinomes renaux metastases, la maladie d'Alzheimer, la maladie 

0 de Parkinson ainsi que les tumeurs qui apparaissent a la suite d'un deficit 
immunitaire, tel que le sarcome de Kaposi dans le cas du SIDA. 

34. Composition pharmaceutique renfermant a titre de principe 
actif au moins un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 17 a 
20, un polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, un 

5 vecteur recombinant selon la revendication 14, une cellule hote selon la 
revendication 15, un anticorps selon la revendication 22 et/ou un agent 
activateur et/ou inhibiteur selon la revendication 24, ainsi qu'un excipient 
pharmaceutiquement acceptable. 

35. Composition de diagnostic renfermant a titre de principe actif 
0 au moins un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 17 a 20, un 

polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, un vecteur 
recombinant selon la revendication 14, une cellule hote selon la revendication 
15, un anticorps selon la revendication 22 et/ou un agent activateur et/ou 
inhibiteur selon la revendication 24, ainsi qu'un excipient approprie 
5 pharmaceutiquement acceptable. 

36. Utilisation : 

a) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un agent activateur selon la 
revendication 24, et/ou 

b) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un polypeptide selon I'une 
quelconque des revendications 17 a 20, et/ou 

c) d'un polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, et/ou 



regue le 28/1 1/01 



56 

hepatites chroniques B et C, les leucemies telles que la leucemie a 
tricholeucocytes et la leucemie myeloide chronique, les myelomes multiples, 
des lymphomes folliculaires, les tumeurs carcinoides, les melanomes malins, 
les carcinomes renaux metastases, la maladie d'Alzheimer, la maladie de 
Parkinson ainsi que les tumeurs qui apparaissent a la suite d'un deficit 
immunitaire, tel que le sarcome de Kaposi dans le cas du SIDA. 

32. Composition pharmaceutique renfermant a titre de principe 
actif au moins un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 17 a 
20, un polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, un 
vecteur recombinant selon la revendication 14, une cellule note selon la 
revendication 15 et/ou un anticorps selon la revendication 22, ainsi qu'un 
excipient pharmaceutiquement acceptable. 

33. Composition de diagnostic renfermant a titre de principe actif 
au moins un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 17 a 20, un 
polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, uh vecteur 
recombinant selon la revendication 14, une cellule note selon la revendication 
15 et/ou un anticorps selon la revendication 22, ainsi qu'un excipient approprie 
pharmaceutiquement acceptable. 

34. Utilisation : 

a) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un polypeptide selon I'une 
quelconque des revendications 17 a 20, et/ou 

b) d'un polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, et/ou 

c) d'une cellule hote selon la revendication 15, cette cellule provenant du sujet a 
traiter, 

pour preparer un medicament destine a augmenter I'expression ou I'activite 
chez un sujet, d'un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 17 a 
20. 

35. Utilisation : 

a) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un anticorps selon la 
revendication 22, et/ou 

b) d'un polynucleotide permettant d'inhiber I'expression d'un polynucleotide selon 
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d) d'une cellule hote selon la revendication 15, cette cellule provenant du sujet a 
traiter, 

pour preparer un medicament destine a augmenter I'expression ou I'activite 
chez un sujet, d'un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 17 a 
20. 

37. Utilisation 

a) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un agent inhibiteur selon la 
revendication 24, et/ou 

b) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un anticorps selon la 
revendication 21, et/ou 

c) d'un polynucleotide permettant d'inhiber I'expression d'un polynucleotide selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 7, 

pour preparer un medicament destine a diminuer I'expression ou 
I'activite chez un sujet d'un polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications 
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Tune quelconque des revendications 1 a 7, 

pour preparer un medicament destine a diminuer ['expression ou 
I'activite chez un sujet d'un polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> Genodyssee 

<120> Nouveaux polynucleotides et polypeptides de 1' I FN 
alpha 5 



<130> IFNa-5 



10 <140> 
<141> 



<160> 4 



15 <170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1475 
<212> ADN 
20 <213> Homo sapiens 



<400> 1 

cttaatccgg gactgaataa attctatttt 
aagaagtaca atattctctc tcgataatgg 
25 atagtatatc tgtgttatta aaatttaatg 
aagcatatgt ggcagagtga agatgaggta 
ctcctgtaca tctatgtaga aagagcataa 
acaaggcatt cagaaaatgg aaactcgtat 
aggtcttcag agaagagccc aaggttcagg 
30 tgcaacctcc ccaatggcct tgccctttgt 
caagtcaatc tgttctctgg gctgtgatct 
gactttgatg ataatggcac aaatgggaag 
acatgacttt ggatttcctc aggaggagtt 
catctctgtc ctccatgaga tgatccagca 
35 atctgctact tgggatgaga cacttctaga 
gaatgacctg gaagcctgta tgatgcagga 
tgtggactct atcctgactg tgagaaaata 
gaagaaatac agcccttgtg catgggaggt 
tttatcagca aacttgcaag aaagattaag 
40 aaatgattct cattgactag tacaccattt 
ttaatttctg ctatatccat gacttgagtt 
ttaagcaaca cttctttagc tccacaggga 
atctattcta tctatttatc tatctgtctg 
tatttataag atttaaatta ttttaaatta 
45 tactttgtgg ctaatataat aaaatatgtt 
ttgttcatta gatttttact attaattgtt 
tgattgtata acttgattaa aaacagatgg 



acattctatt acgctgcttt taaagcatta 60 
gtactgtaat gtatatacat cagccaacac 120 
ggatttttag ttagaaaaaa aatttctaaa 180 
ataatgtaaa aataaataaa ctgagaaaca 240 
aagaaagcaa aaagagaagt agaaagtaac 300 
gtgacctttt taagatctgt gcacaaaaca 360 
gtcactcaat ctcaacagcc cagaagcatc 420 
tttactgatg qccctggtgg tgctcaactg 480 
gcctcagacc cacagcctga gtaacaggag 540 
aatctctcct ttctcctgcc tgaaggacag 600 
tgatggcaac cagttccaga aggctcaagc 660 
gaccttcaat ctcttcagca caaaggactc 720 
caaattctac actgaacttt accagcagct 780 
ggttggagtg gaagacactc ctctgatgaa 840 
ctttcaaaga atcaccctct atctgacaga 900 
tgtcagagca gaaatcatga gatccttctc 960 
gaggaaggaa tgaaaactgg ttcaacatcg 1020 
cacacttctt gagttctgcc gtttcaaata 1080 
gaatcaaaat tttcaaacgt ttcacacgtg 1140 
caaaatcttt acagatgatc atgccaatct 1200 
tcttctatct aatctattta aatatttatt 1260 
tgtttgttca ggtaatatta catccacctt 1320 
ctttatgttt tgtcaactga ttattttgct 1380 
tgtttattct ttaaaatgaa actccaagcc 1440 
tacag 1475 



50 <210> 2 

<211> 189 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
55 <400> 2 

Met Ala Leu Pro Phe Val Leu Leu Met Ala Leu Val Val Leu Asn Cys 
1 5 10 15 
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Lys Ser lie Cys Ser Leu Gly Cys Asp Leu Pro Gin Thr His Ser Leu 

20 25 30 

5 Ser Asn Arg Arg Thr Leu Met He Met Ala Gin Met Gly Arg He Ser 

35 40 45 



10 



25 



35 



40 



Pro Phe Ser Cys Leu Lys Asp Arg His Asp Phe Gly Phe Pro Gin Glu 

50 55 60 

Glu Phe Asp Gly Asn Gin Phe Gin Lys Ala Gin Ala He Ser Val Leu 

65 70 75 80 



His Glu Met He Gin Gin Thr Phe Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser 
15 8 5 90 95 

Ser Ala Thr Trp Asp Glu Thr Leu Leu Asp Lys Phe Tyr Thr Glu Leu 
100 105 110 

20 Tyr Gin Gin Leu Asn Asp Leu Glu Ala Cys Met Met Gin Glu Val Gly 
115 120 125 



Val Glu Asp Thr Pro Leu Met Asn Val Asp Ser He Leu Thr Val Arg 

130 135 ' 14 0 

Lys Tyr Phe Gin Arg He Thr Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser 

145 150 155 160 



Pro Cys Ala Trp Glu Val Val Arg Ala Glu He Met Arg Ser Phe Ser 
30 165 170 175 



Leu Ser Ala Asn Leu Gin Glu Arg Leu Arg Arg Lys Glu 
180 185 



<210> 3 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 3 

ggtcactcaa tctcaacagc 20 



45 <210> 4 
<211> 20 
<212> ADN 

< 2 1 3 > Homo sapiens 
50 <400> 4 

ggcagaactc aagaagtgtg 20 
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